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1 Rövidítések jegyzéke 
 
5-HT – szerotonin 
AAV – adeno asszociált vírus  
aCSF – cerebrospinális folyadék (artifacial cerebrospinal fluid) 
ADP – adenozin 5-difoszfát 
AMPA – 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il)propánsav  
ATP – adenozin 5-trifoszfát 
AZ – AZ 10606120, potens P2X7 receptor antagonista 
BBG – Brilliant Blue G, szelektív P2X7 receptor antagonista 
BSA – borjú szérum albumin (bovine serum albumin) 
BUSP – buspiron  
CA1 – Cornum ammonis 1, Ammonszerv 
CCL2 – kemokin ligand 2 
CGRP – kalcitonin gén relációs peptid 
ChR2 – channelrhodopsin-2 
CNQX – 6-cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion, potens AMPA/kainát antagonista 
CSD – tovaterjedő kérgi gátlás (cortical spreading depression) 
AP-5 – 2-amino-5-foszfonopentánsav, potens és szelektív NMDA antagonista 
DA – Dalton 
DNS – dezoxiribonukleinsav 
DR – dorsalis raphe 
DRG – hátsó gyöki ganglion (dorsal root ganglion) 
EDTA – etiléndiamintetraecetsav 
ERK – extracelluláris szignál-regulált kinázok 
FHM – monogénes familiáris hemiplegikus migrén 
FR% – frakcionális transzmitter felszabadulás % (fractional release) 




GABA – Gamma-aminovajsav 
Glu – glutamát 
HP – hippokampusz 
HPLC – magas nyomású folyadékkromatográfia (high pressure liquid chromatography) 
ICE – interleukin converting enzyme / interleukin-1β konvertáz enzim / kaszpáz-1 
IL-1β – interleukin-1β 
IL-6 – interleukin-6  
i.p. – intraperitoneális 
JNJ – JNJ47965567, potens és szelektív P2X7 receptor antagonista 
KIR – központi idegrendszer 
KO – génkiütött, -/- (knock out) 
LPS – lipopoliszacharid  
MAO – monoamino-oxidáz 
mGLUR – metabotróp glutamát receptor 
MPC-1 – monocita kemoaktratáns protein-1 
MR – medialis raphe 
mRNS – hírvivő ribonukleinsav, messenger ribonucleic acid 
MRR– median raphe régió 
mTOR – mammalian target of rapamycin 
NGF – idegi növekedési faktor 
NMDA – N-metil-D-aszpartát 
NO – nitrogén-monoxid 
NTG – nitroglicerin  
OGR – Orvosi Géntechnológiai Részleg 
P2X – purin ionotróp receptorok 
P2X7 – purin ionotróp receptor altípus 7 
P2Y – purin metabotróp receptorok 




PAG – periaquaeductalis szürkeállomány 
Panx-1 – pannexin-1 csatorna 
PBS – foszfát-pufferelt fiziológiás sóoldat, 0.1 M, pH 7.4 
PCR – polimeráz láncreakció, polymerase chain reaction 
PFA – paraformaldehid, 4%, pH 7.4 
PKS – perklórsav  
PPADS – piridoxál-foszfát-6-azofenil-2’,4’-szulfonsav  
PWT – végtagelrántási küszöbérték (paw withdrawal threshold) 
SEM – átlag szórása, standard error of the mean 
SNP – egy-pontos polimorfizmus, single nucleotide polimorphism 
SUMA – szumatriptán 
UDP – uridin 5-difoszfát 
UTP – uridin 5-trifoszfát 
TNC – kaudális trigeminális mag 
TNF – tumor nekrózis faktor 
TTX – tetrodotoxin 
VVE – Viselkedés Vizsgálati Egység 







Az idegrendszer működésében fontos kommunikációs forma az idegsejtekből 
felszabaduló neurotranszmitterek és neuromodulátorok útján megvalósuló kémiai 
kommunikáció. A klasszikus transzmitterek (acetilkolin, noradrenalin, dopamin, 
szerotonin, glutamát, GABA) mellett ma már az általánosan elfogadott jelátvivő anyagok 
közé tartozik az adenozin 5-trifoszfát (ATP) és az adenozin, amelyek a jelátvitel nem 
hagyományos típusát valósítják meg az idegrendszerben és egyéb szervekben1. Az ATP 
biológiai hatásait a P2 receptorok (P2X és P2Y) családján keresztül fejti ki, amelyek 
közül a P2X7 receptorra fókuszált doktori munkám. 
A disszertációmban összefoglalt kutatás során a purinerg jelátvitel központi 
idegrendszerben való vizsgálatát tűztem ki célul, a bemutatott kísérletes munka fő célja, 
hogy megértsük a neuronális és gliális P2X7 receptorok szerepét különböző 
patofiziológiás állapotokban. A dolgozat alapját két első szerzős cikkem képezi, amelyek 
– bár mindkettőben a P2X7 receptorok szerepét vizsgáltuk – két különböző témával 
kapcsolatban elért eredményeimet mutatják be: 
(1) A purinerg jelátvitel részvétele a fájdalominger feldolgozásban a központi 
idegrendszerben széles körben kifejeződő P1 és P2 receptorok aktivitásával valósul meg: 
neuronokon, és glia sejteken, valamint az érrendszerben lévő simaizmokon és endothelen 
keresztül. Számos P2 receptor antagonistával végeztek sikeres kísérleteket különböző 
fájdalom modellekben, így nem meglepő, hogy szerepük migrén patomechanizmusával 
kapcsolatban is felmerül, és lehetséges célpontot jelenthetnek új migrén terápiákban. 
Feltételeztük és igazolni szerettük volna, hogy a P2X7 receptor szerepet játszik a 
fejfájások kialakulásában és a migrénben. Így munkám első részében a P2X7 receptor 
szerepét vizsgáltuk meg a migrén patomechanizmusában, P2X7 receptor génkiütött 
egerek és P2X7 receptor antagonista kezelések, valamint nitroglicerin (NTG) indukálta 
migrén egér modell segítségével.  
(2) Munkám következő részében ugyancsak a P2X7 receptor szerepét vizsgáltam, de 
egy másik agyi folyamatban, mégpedig a szerotonin felszabadulás modulációjában. 
Számos közlemény számolt be a purin receptorok moduláló szerepéről a 
neurotranszmisszióban2-4: a központi idegrendszerben az ATP legalábbis mikromoláris 
koncentrációban felszabadul idegi aktivitás során az extracelluláris térbe, amely a 




modulálására a hippokampuszban5. A P2X7 receptor szerepe ismert számos 
neurotranszmitter felszabadulásának modulációjában, ugyanakkor a szerotoninnal 
kapcsolatban ez a fajta moduláció még nem tisztázott. Az agytörzsi median rapheból 
induló szerotonerg/glutamáterg raphe-hippokampális pálya hatékonyan képes 
befolyásolni a hippokampuszban végbemenő kódolási folyamatokat, továbbá, a median 
rapheban lévő glutamáterg neuronoknak moduláló szerepük lehet a felszálló szerotonerg 
neuronok működésében, azonban ezzel kapcsolatban kevés funkcionális adat áll 
rendelkezésünkre. Ezért, hogy jobban megértsük a szerotonerg transzmisszió 
jellegzetességeit a median rapheban és hippokampuszban, illetve azt befolyásoló 
glutamát és ATP szerepét, valamint azon keresztül a purin receptorok aktiválódását, 
vizsgálatainkban specifikus optogenetikai ingerlést használtunk. Vad és P2X7 receptor 
génkiütött egerekkel és P2X7 receptor antagonista kezelésekkel vizsgáltuk meg a 
szerotonerg transzmisszió változásait a raphe magvak hippokampális afferenseit in vivo 
és in vitro optogenetikai stimulációval ingerelve.  
   
2.1 Purinerg jelátvitel az idegrendszerben 
 
2.1.1 ATP, mint neurotranszmitter 
Az ATP eredetileg a sejtek anyagcsere ellátásának fő „üzemanyagaként” vált közismertté, 
de később Burnstock úttörő munkásságának köszönhetően vált ismertté, mint 
extracelluláris jelátviteli molekula és neurotranszmitter6,7. Az ATP fontos szerepet játszik 
a neuronális és nem-neuronális sejtek közötti jelátvitelben, így pl. a glia-neuron, valamint 
az immunsejtek egymás közti kommunikációjában. A sejten belül koncentrációja 
millimoláris tartományban mozog, míg a sejten kívüli koncentrációja függ a 
felszabadulási és lebomlási folyamatok egyensúlyától, így nanomoláristól mikromoláris 
tartományig változhat extracelluláris szintje. Mivel az ATP erősen poláris molekula, nem 
képes önálló membrántranszportra, így az extracelluláris térbe jutása a különböző 
módokon történhet: exocitózissal a szinaptikus vezikulákból8-11, transzmembrán 
transzporttal az intakt sejtmembránon keresztül12-14, valamint citolitikusan a 




A purinerg receptorok felfedezésével bebizonyosodott az ATP közvetítői szerepe az 
autokrin és parakrin jelátvitelben, ami a plazmamembránban elhelyezkedő specifikus 
purin receptorokon keresztül történik15-17. Az ATP, mint kotranszmitter a perifériás és 
központi idegrendszer minden idegében megtalálható16,18,19, így pre- és posztszinaptikus 
receptor agonistákkal történő közvetlen aktivációja is képes jelentős ATP felszabadulást 
előidézni. Az ATP életideje rövid az extracelluláris térben, hamar inaktiválódik és 
ektoenzimek hidrolizálják AMP-vé és adenozinná.  
A kezdeti kutatások óta számos figyelemreméltó előrelépés történt a purinerg jelátvitel 
területén, feltárva annak fontos szerepét az agy élettani működésében, fejlődésében és 
rendellenességeiben.  
A purinreceptorok kutatása során az is nyilvánvalóvá vált, hogy az ATP és a nukleotidok, 
valamint az ATP hidrolizált formái különböző P1(A) adenozin és P2 nukleotid 
receptorokhoz kötődnek, így egymástól független rendszert alkotnak20. Molekuláris 
klónozás és farmakológiai jellemzés segítségével a P1 receptorok A1, A2A, A2B és A3 
csoportokra oszthatók, melyek G-fehérje kapcsolt receptorok és adenozin kötődésével 
aktiválódnak. A P2 receptorokat az ADP vagy ATP és UTP vagy UDP aktiválja21-23 (1. 
ábra). A purinok és pirimidinek meghatározó szerepet játszanak a neuronális és a nem-
neuronális sejtek aktivitásában24,25. Molekulaszerkezet és a farmakológiai profil alapján 
a P2 receptorokat két nagycsaládba sorolhatjuk: ligand-függő ion-csatorna P2X és G-
fehérje kapcsolt P2Y receptorokéba. A P2X receptor család hét tagból áll (P2X(1-7)), míg 
a P2Y receptorok nyolc tagból állnak, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, 






1. ábra: A purinerg receptorok családja; osztályozás, szerkezet, jelátviteli útvonal. 
A purinerg receptorok családjába az adenozin-aktivált P1(A) és nukleotid aktivált P2 
membrán receptorok tartoznak. Farmakológiai profil és szerkezet alapján két alcsoportot 
azonosítottak. A P2X receptorok trimer ATP-függő plazmamembrán ioncsatornák, míg a 
P2Y receptorok klasszikus G-fehérje kapcsolt receptorok29. 
 
2.1.2 P2X7 receptor 
Az eredetileg P2Z receptornak nevezett P2X7 receptor – amelyet először patkány agyból 
klónoztak 1996-ban30,31 – ATP-érzékeny ligand-függő kation csatorna, amely 
hematopoetikus és immunsejteken fejeződik ki, mint például hízósejteken, monocitákon, 
makrofágokon32. Emellett a központi és perifériás idegrendszer glia sejtjein is 
megtalálható, mint az asztrocitákon, a mikrogliákon, az oligodendrocitákon, az 
ependimális sejteken, a Schwann sejteken, a radiális glián és szatellit sejteken. Bár a 
P2X7 idegi expressziója a mai napig vitatott kérdés, jelenlétét kimutatták a preszinaptikus 
idegvégződéseken is33-37, valamint szimpatikus- és enterikus idegsejteken, hátsó gyöki 




szemcsesejteken), valamint hippokampális-kortikális piramissejteken és 
interneuronokon38-42. 
Az asztrociták és idegsejtek közötti jelátvitelt többek között az ezekből a sejtekből 
felszabaduló ATP közvetíti. Mivel a P2X7 receptor az immun- komoetens sejtekben is 
kifejeződik, ezért fontos szerepet játszik a neuroinflammációban43,44 és a 
neurodegenerációban45, kommunikációs hidat képezve az immun- és idegrendszer között. 
 
2.1.2.1 A P2X7 receptor alapvető tulajdonságai 
A P2X7 receptor egy 595 aminosavból álló fehérje, melynek karboxil végződése 
hosszabb, mint a P2X receptor család többi tagjáé46 (2. ábra).  
 Két TM1 és TM2 transzmembrán doménnel rendelkezik, 
 amelyekhez az ATP kötőhelyet tartalmazó extracelluláris hurok, és 
 intracelluláris N- és C-terminális domének kapcsolódnak. 
 
2. ábra: P2X7 receptor alegység vázlatos ábrázolása. A receptor a következőkből áll: 
intracelluláris N- és C-terminális valamint két transzmembrán domén, melyek az 





A P2X7 receptor számos olyan jellemzőkkel rendelkezik, amelyek különböznek a P2X 
receptor család többi tagjától, ezért különös figyelmet érdemel. Az alábbiakban a P2X7 
receptor néhány szerkezeti és funkcionális tulajdonságát mutatom be. 
A P2X7 receptor 3 homomer alegységből áll. Az alegységek hosszú citoplazmatikus C-
terminálban végződnek, amely fehérje-fehérje interakciós kötőhelyekkel rendelkezik. Ez 
a hosszú C-terminális felelős a receptor pórusképző aktivitásáért és kiváltja a kaszpáz-1 
aktiválódását is48,49. 
A P2X7 receptor aktiválásához, a P2X receptor család többi tagjától eltérően, 
szubmillimoláris és millimoláris ATP koncentráció szükséges, ami sokkal nagyobb, mint 
a többi P2X receptorhoz szükséges nanomoláris koncentráció (az ATP EC50 értéke P2X7 
receptor esetén 2-4 mM, egyéb P2X receptor esetében 1-10 µM)50,51. Ezenkívül, a P2X7 
receptor nagyobb affinitást mutat a BzATP-hez, mint az ATP-hez52,53. 
A P2X7 receptor nem szelektív kation csatorna. Képes különböző válaszokat mutatni 
agonista kötődésére, attól függően, hogy az milyen koncentrációban és milyen 
időintervallumban van alkalmazva. Az agonista ATP vagy a hatásosabb BzATP 
expozíciójára úgy nyílik a kation csatorna, hogy lehetővé teszi K+ kiáramlását és Ca2+ és 
Na+ beáramlását a sejtekbe, míg az agonista P2X7 receptoron történő tartós aktivitása 
hidrofil pórus kialakulását eredményezi. Ezek a pórusok permeábilisak akár a 900 Da 
molekulatömegű molekulákra is, mint például lucifer sárgára (457 Da), Propidium iodidra 
(414 Da), Ethidium bromidra (314 Da), és metil-glükaminra (190 Da). Az ilyesfajta 






3. ábra: A P2X7 receptor nyugalmi és aktív (csatorna nyitott) állapotának vázlatos 
ábrázolása. (1) A receptor nyugalmi állapotban, (2) nyitott állapotban és (3) 
pórusképződés során. Az ATP-vel történő rövid stimulálás és annak bekötése az agonista 
kötőhelyre lehetővé teszi a nátrium és kalcium beáramlásához és kálium kiáramlásához 
vezető csatorna megnyitását. Az elhúzódó és/vagy ismétlődő ATP stimuláció 
pórusképződést eredményez, amely lehetővé teszi a nagyobb molekulatömegű molekulák 
(NMTM) vagy festékek bejutását a sejtekbe.  
 
A P2X7 receptor aktivitását normál fiziológiás körülmények között befolyásolja a 
kétértékű kationok extracelluláris koncentrációja, úgy mint a Ca2+, Mg2+, Zn2+, Cu2+56-58, 
valamint a protonok59 és az anionok60, így a P2X7 receptor által közvetített funkcionális 
válasz nagyobb amplitúdójú, ha a Ca2+ és Mg2+ extracelluláris koncentrációja 
csökken61,62. 
A fenti receptor áramvezető tulajdonságai is eltérőek. Más P2X receptorok 
aktiválásukkor gyors tranziens válaszreakciót mutatnak, amely másodpercek alatt 
lejátszódik, míg ez a válaszreakció a P2X7 receptor esetében lassabban cseng le. Az 






2.1.2.2 Agonista és antagonista hatás a P2X7 receptoron 
A BzATP a P2X7 receptor leghatékonyabb agonistája, amely kalcium beáramlást, 
pórusképződést és IL-1β felszabadulást is előidéz rágcsálókban és humánban egyaránt. A 
BzATP-t széles körben használják kutatásokban, mint a P2X7 receptor agonistája, bár 
nem specifikusan kötődik a P2X7 receptorokhoz, ugyanis kisebb hatékonysággal 
aktiválja a P2X1 és P2X2 receptorokat is (EC50=0,003 és 0,8 µM a P2X7 receptorhoz 
képest). Az agonista hatás szempontjából a BzATP 10-20-szor erősebb a P2X7 receptor 
aktiválására való képességben (EC50=9 µM), mint az ATP (EC50 > 300 µM). A 2MeATP, 
ATPγS és az ADP kevésbé hatásosak, mint az ATP, továbbá az αβMeATP, βγMeATP, 
ADP és az UDP hatástalanok23,28. 
Számos P2X7 receptoron végzett kutatás azt mutatja, hogy a P2X7 receptorok válasza a 
különböző farmakológiai blokkolókkal szemben más és más különböző fajokban63,64. A 






1. táblázat: A P2X7 receptor antagonistái 47. 
P2X7R antagonisták Szelektivitás és érzékenység Referenciák 
Kétértékű kationok, kivéve a 
Zn2+ 
P2rx7 alloszterikus modulátorai és csökkentik funkcionalitását 56  
PPADS tetra-nátrium só Nem-kompetitív, nem-szelektív P2X receptor antagonista 
alacsony hatásfokkal és kis altípus szelektivitással. 
65 
Suramin P2rx7 nem-kompetitív, nem-szelektív antagonistája 100 µM 
koncentrációban. 
66 
oxidált ATP (oxATP) P2rx7 irreverzibilis kevésbé potens antagonistája, hosszú elő-
inkubációs időt (1-2 óra) igényel, hogy hatékony lehessen. 
Reverzibilisen blokkolja P2rx1 és P2rx2. 
67; 68 
KN-62 A P2rx7 nem-kompetitív és nem–szelektív blokkolója, gátolja a 





P2rx7 agonista hatékonysága alacsonyabb, mint a KN-62 esetén. 70; 71; 72 
Brilliant Blue G (BBG) Közepesen szelektív P2rx7 antagonista nanomoláris 
koncentrációban. Hatékonysága patkányban (10 nM), humánban 
(100 nM). 
67; 73 
A-740003 Kompetitív, specifikus és potens P2rx7 antagonista patkányban és 
humánban is. Befejezett preklinikai szakaszban van.  
74 
A-438079 Kompetitív antagonista, egyenlően potens humánban és 
patkányban. Befejezett preklinikai szakaszban van. 
67; 75; 76 
A-804598 Erősen potens és szelektív humánban, patkányban és egérben. 
Befejezett preklinikai szakaszban van. 
77 
AZ 116453743 Nagyon szelektív és potens P2rx7 antagonista nM-os 
koncentrációban. Hatékonyabb humánban, mint patkányban. 
Befejezett preklinikai szakaszban van.  
67; 78 
AZ 10606120 P2rx7 negatív allosztérikus modulátora. Potensebb patkányban, 
mint humánban. Befejezett preklinikai szakaszban van. 
79 
Piridoxál-5-foszfát Potensebb humánban és patkányban, mint egérben. 80 
HMA Gátolja humánban és egérben, de nem patkányban. 80 
Coomassie Brilliant Blue Szelektív P2rx7 antagonista. 80 
Adamantán-karboxamid Hatékonyabb humánban, mint patkányban. 81 
Arilhidrazid A-847227 Nagyon potens és szelektív P2rx7 antagonista humánban. 82 
Ariltetrazol és ariltriazol Potensebb humánban, mint patkányban. 82 
GSK314181A Humánban nM-os, patkányban mM-os koncentrációban gátol.  83; 84 
GSK1482160 P2rx7 receptor allosztérikus modulátora. Humánban tesztelt.  85; 86 
Evotec Befejezett klinikai fázis I. szakaszban van. 63 
AZD9056 Potens, szelektív orálisan elérhető P2rx7 antagonista. Fázis II-ben 
megbukott reumatóid artritisz kezelésében. 
87 
CE-224,535 Szelektív P2rx7 antagonista. megbukott fázis IIA-ban reumatóid 
artritisz kezelésében. 
88 





Számos egyéb vegyületet is kifejlesztettek és szabadalmaztattak különböző 
gyógyszerfejlesztő cégek és csoportok, például a Pfizer. Ezek közé tartoznak a cián-
guanidinek, triazolok, policiklikus benzamidok és növényi alkaloidák is. Jó néhány 
közülük klinikai vizsgálatban van és sikeresen átment a fázis I-en, mások viszont elbuktak 
a fázis II-ben89,90.  
 
2.1.2.3 P2X7 receptorok által indukált jelátviteli mechanizmus 
A P2X7 receptorok különböző sejttípusokban különböző intracelluláris jelátviteli 
útvonalakat közvetítenek, amelyek összefoglalva a 2. táblázatban láthatók. 
 
2. táblázat: A P2X7 receptor által aktivált jelátviteli útvonalak különböző 
sejttípusokban47. 
Jelátviteli útvonal Sejttípus Referenciák 
Rho-függő útvonal MG6 sejtek 91 
Akt Agykérgi asztrociták, 1321N1 asztrocitóma sejtvonal 92 
ERK1/2 1321N1 asztrocitóma sejtvonal, kisagyi granuláris neuron, humán 
asztrociták, idegi progenitor sejtek, mikroglia, RBA-2, makrofág 
93, 94, 95, 96, 97, 
98 
PKC RBA-2 asztrociták, idegi progenitor sejtek, makrofágok, mikroglia 99, 100, 98 
p38MAPK Mikrogliák, asztrociták, PC-12 sejtek, neuronok 101, 102, 99, 103 
JNK Mikroglia 104 
GSK3 Kisagyi granuláris neuronok 105 
Akt: Protein kináz B; ERK1/2: extracelluláris szignál-regulált kináz ½; PKC: Protein 
kináz C; p38MAPK: p38 mitogén aktivált protein kináz; JNK: c-Jun N-terminális kináz; 





2.1.3 A P2X7 receptor funkciói 
A P2X7 receptor szerepét leírták poszt- és preszinaptikus aktivitás kapcsán is az 
idegrendszer számos régiójában, amelyek befolyásolhatják a szinaptikus áramokat vagy 
a neurotranszmitter felszabadulást46,106,107 (4. ábra).  
 
 
4. ábra: A P2X7 receptor által közvetített jelátviteli útvonalak a különböző 
etiológiájú központi idegrendszeri rendellenességekben108. A P2X7 receptorok az 
idegvégződéseken, az asztrocitákon és a mikroglián expresszálódnak és különböző 
betegség állapotokban fokozódik az expressziójuk. A stressz szignálok, mint például a 
hipoxia/ischaemia, mechanikai sérülések és bakteriális vagy kémiai toxinok a P2X7 
receptorok endogén aktiválódását eredményezik, amely önmagát erősítő ATP 






2.1.3.1 Glutamát felszabadulás 
A P2X7 receptor szerepét az idegvégződésekből származó glutamát felszabadulás 
szabályozásában először Sperlágh és mtsai mutatta ki 2002-ben33. Emellett az 
asztrocitákon található P2X7 receptorok aktivációja excitátoros neurotranszmitterek, 
mint például glutamát és aszpartát felszabadulását eredményezi109. A P2X7 receptorok 
által mediált glutamát felszabadulás pontosan jellemezhető. A P2X7 receptortól eltérő 
purinerg receptorok aktivációja az asztrocitákon olyan glutamát felszabadulást vált ki, 
mely lassú befelé irányuló áramot vált ki, míg a P2X7 receptorhoz hasonló 
tulajdonságokkal rendelkező receptorok aktivációja tartós glutamát kiáramlást közvetít, 
amely tónusos áramot hoz létre a CA1 neuronokban110. 
 
2.1.3.2 Purin felszabadulás 
A BzATP a purin kiáramlást serkenti olyan asztrocita tenyészetekben, amelyekben a 
kiáramlás gátolva van réskapcsolat (gap junction) blokkolókkal. Az asztrocitákból 
származó ATP felszabadulás az intracelluláris Ca2+ hullámokat közvetíti az 
asztrocitákban, amely fontos szerepet játszik az intracelluláris kommunikációban111,112. 
Szintén ATP felszabadulást figyeltek meg gerincvelői asztrocitákban és 1321 N1 
sejtekben alacsony kétvegyértékű kationos oldattal való expozíció után, míg connexin-43 
hemicsatornák nem játszanak jelentős szerepet ebben az ATP felszabadulásban112.  
 
2.1.3.3 Citokinek felszabadulása 
Az extracelluláris ATP aktiválta P2X7 receptorok kulcsszereplői a gyulladásos 
folyamatoknak a citokin termelődés és apoptózis szabályozása révén. Legismertebb 
részvétele az IL-1β termelésben és a makrofágokból, mikroglia és dendritikus sejtekből, 
monocitákból történő felszabadulásban van113-116, amely tovább fokozódik a 
lipopoliszacharid(LPS)-indukálta sejtekben. A P2X7 receptor által közvetített IL-1β 
felszabadulás kulcsfontosságú lépés a gyulladásos válasz, láz és fájdalom 
indukciójában117. A gerincvelő hátsó szarvában a mikroglia aktivációja az IL-1β 
felszabadulását eredményezi a p38 MAPK útvonalon keresztül, amelyet fokozott 
nocicepció kísér118. Míg bakteriális endotoxin (LPS) ingerléssel önmagában csak pro-IL-




externális szignált a P2X7 receptor aktivációja biztosítja, melyhez K+-ion konduktancia 
társul119-121. Az IL-1β érését és felszabadulását különböző mechanizmusok befolyásolják 
különféle sejtekben. A P2X7 receptoroknak központi szerepe van a mikroglia sejtekben 
az IL-1β LPS stimulációra történő poszttranszlációs feldolgozásában. Egér mikroglia 
sejtekben az LPS-indukálta ATP felszabadulás az IL-1β gyors megérését és 
felszabadulását eredményezi az IL-1 konvertáz enzim aktiválódásával (ICE, kaszpáz-
1)119,122. Az egér makrofágokban azonban megfigyelték a kalcium és a kaszpáz-1 függő, 
valamint ezektől független IL-1β felszabadulást is. Az utóbbi mechanizmus glicin 
jelenlétével blokkolható123. Az IL-1β felszabadulása a sejtekből különböző 
mechanizmusokon keresztül jöhet létre, mint pl. mikrovezikula lefűződéssel, az IL-1β 
exoszóma exocitózisával, plazma membrán transzporterrel, lizoszóma szekrécióval vagy 
sejtlízissel115,124-126. Ismert, hogy a P2X7 receptor aktivációját számos olyan downstream 
esemény követi, melyek maguk is részt vesznek a gyulladásos citokinek, így az IL-1β 
transzkripciójában és processzálásában. A Panx-1 lehet a P2X7 receptor által közvetített 
IL-1β felszabadulás downstream effektora127. Érdekes módon, a Glu496Ala P2X7 SNP 
(egy-pontos polimorfizmus) és vad típusú egyedek ex vivo vérvizsgálata kimutatta, hogy 
a Glu496Ala funkcióvesztéses mutáció (loss-of-function) esetén a P2X7 receptor 
megvédi az agyat a magas ATP szint toxikus hatásától, mivel ez a mutáció a felszabaduló 
citokinek mennyiségének megváltozásához vezet128. Ezért a P2X7 receptor által 
közvetített citokin felszabadulás kritikus elemzése új lehetőségeket nyújthat a terápiás 
célpontok számára a központi idegrendszeri betegségekben.  
 
2.1.3.4 MCP-1/CCL2 felszabadulás 
Az asztrocita sejtek közreműködnek az idegszövet gyulladásos reakcióiban, a gyulladásos 
ingerek a glia sejtek proliferációját és hipertrófiáját idézik elő, amely folyamatot reaktív 
gliózisnak nevezünk és ezek a sejtek a gyulladásos stimulusra citokinek, kemokinek és 
más mediátorok expressziójával és termelésével válaszolnak. A P2X7 receptoroknak 
szerepük van ezekben a szabályozási útvonalakban, aktivációjuk elősegíti az MPC-
1/CCL2 fehérje expresszióját, ami kritikus faktor a korai monocita infiltrációban 
idegrendszeri gyulladások során97,102. Növelik emellett az ERK1/2 és p38MAPK fehérjék 
foszforilációját, amelyeknek meghatározó szerepük van a sejtek apoptózis iránti 




infiltrációjához vezet, ezt támasztják alá patkányokon epilepsziás modellben végzett 
vizsgálatok, ahol a leukocita infiltráció az MCP-1 felszabadulás miatt következik be IL-
1β függő módon130. 
 
2.1.4 A P2X7 receptor és patológiás állapotok 
Az elmúlt évek technikai fejlődései új terápiás lehetőségek előtt nyithatnak utat és 
lehetővé teszik az eddig alkalmazott stratégiák paradigmaváltását az idegtudományi 
területeken. A P2X7 receptorok aktiválásán túl, felmerül főszerepe különböző 
kórképekben, beleértve az autoimmun betegségeket, mint például az ízületi gyulladást és 
gyulladásos bélbetegségeket, krónikus és neuropátiás fájdalmat, neurodegeneratív 
rendellenességeket és rákot.  
 
2.2 Fájdalom 
A fájdalomkutatás nemzetközi szervezete (International Association for the Study of 
Pain, IASP) így határozza meg a fájdalom definícióját: egy kellemetlen szubjektív 
érzelmi és szenzoros élmény, amely tényleges vagy potenciális szövetkárosodást jelez. A 
fájdalom fizikai stresszorként azonosítható131,132, mellyel együtt jár negatív érzelmi 
izgatottság és a szenvedés élménye is, amelyek adaptív szerepe a fájdalom okának 
megszüntetésére ösztönzi az egyént.  
Neurobiológiai komponense a nocicepció (fájdalmas stimulus érzékelése), amely jól 
tanulmányozható állatkísérletek során, míg érzelmi komponense csak emberekben 
vizsgálható. Állat fájdalom modellekben a nociceptorok (a fájdalmat felvevő szabad 
idegvégződés) aktiválódását és a fájdalmas stimulusra adott elhárító viselkedést tudjuk 
vizsgálni.  
A nociceptorokat különféle szempontok alapján csoportosíthatjuk, amelyek specifikusak 
a fájdalomra. Érzékenység alapján megkülönböztethetünk uni- (csak mechanikai és hő-
ingerekkel stimulálható) és polimodális (mechanikai, hő- és kémiai ingerekkel is 
stimulálható) receptorokat. Axonjaik alapján két csoportra oszthatók: a bőrből, az 
izmokból, a belső szervekből a fájdalmas ingerületet szállító elsőrendű neuronokra – 




fájdalomért felelős Aδ nociceptorok–, és az un. másodlagos fájdalomért felelős C 
nociceptorokra – mielinhüvely nélküli, lassan vezető (0,5-2 m/s) rostok (I. neuron).  
A fájdalom, mint impulzus, a tudatosulásig hosszú utat jár végig, a fájdalompályát. A 
fájdalmat felvevő perifériás nociceptoroktól az ingerület a spinális, illetve agytörzsi 
idegeken jut be a központi idegrendszerbe (felszálló pálya). Az Aδ- és C-típusú rostok 
továbbítják az ingerületet a gerincvelőbe, valamint az agytörzsbe az érző agyidegek 
magjaihoz. A spinális nociceptív afferens rostok a hátsó gyökön keresztül belépnek a 
gerincvelői szürkeállományba és a hátsó szarvban lévő projekciós neuronokon és 
interneuronokon végződnek (lamina I-II és V sejtjei). Ezek a neuronok és interneuronok 
(II. neuron) átkereszteződnek a gerincvelő oldalsó és elülső szarvába és továbbítják a 
fájdalom kiváltotta szignált (lateralis tractus spinothalamicus). Itt a hirtelen fellépő 
fájdalom kiváltja a reflexválaszt, de egyúttal a szignál átkapcsolódás nélkül tovább is 
utazik az agy felé, a thalamusba. A thalamusból a rostok egy része a kéreg felé halad, más 
részük ágakat ad le a putamen, a nucleus caudatus és a pallidum felé (subcorticalis 
fájdalompálya). A fájdalmat agyunk, a recipiens kéreg area felismeri, képes pontosan 
lokalizálni és karakterizálni, meghatározni a fájdalom intenzitását és időtartamát (III. 
neuron). 
A felszálló nociceptív pálya mellett működik egy leszálló gátló rendszer is (endogén 
analgetikus rendszer), amely gátolja a fájdalom impulzus terjedését a felszálló pályákon. 
A leszálló gátló pálya aktivációja a periaquaeductalis szürkeállományban (PAG) és a 
median raphe nucleusban történik. A locus coeruleusból eredő noradrenerg és szerotonerg 
pályák, valamint a gamma-aminovajsav (GABA) is szerepet játszik a leszálló pálya gátló 
funkcióiban. 
Eredete szerint a fájdalom lehet szomatikus (testi), visceralis (zsigeri) vagy neuropátiás 
(idegi eredetű). A szomatikus fájdalom egy-egy sérülés, heveny betegség tünete, amely 
pontosan lokalizálható. Míg a viscerális fájdalom a belső szervek betegségét kíséri, 
nehezen körülírható és lokalizálható, több irányba kisugárzó fájdalom. A neuropátiás 
fájdalom forrása a perifériás vagy a központi idegrendszer károsodása, diszfunkciója, ami 
az esetek döntő többségében irreverzibilis. Ide sorolható a diabeteses neuropathia, a 
sclerosis multiplex, de még az olyan hétköznapibb esetek is, mint a krónikus 




A lefolyás időtartama szerint megkülönböztetünk akut (egyszeri), rekurráló (vissza-
visszatérő) vagy krónikus fájdalmat. Az akut fájdalom a szervezet legfontosabb védekező 
mechanizmusa, egy figyelmeztető jel, melyet szövetsérülés vált ki, és amelynek 
csillapítása az egyik legfontosabb tüneti kezelés. Krónikus fájdalomról akkor beszélünk, 
ha több mint három hónapja fennáll: ilyen estekben a fájdalom eredeti figyelmeztető 
funkcióját elveszti és állandósul.  
Az enyhe fájdalmas ingerek hatására kiváltott fokozott fájdalomérzetet hiperalgéziának, 
míg a nem fájdalmas ingerek hatására kialakuló fájdalomérzékenység fokozódást 
allodyniának nevezzük133. Mind a mechanikai, mind a termális allodynia és hiperalgézia 
kialakulhat gyulladás, illetve eltérő eredetű centrális vagy perifériás idegsérülés 
hatására134. 
 
2.2.1 Purinerg mechanizmusok és fájdalom 
A Nature-ben 2003-ban megjelent cikkben a gerincvelő mikroglia sejtjeiben a P2X4 
receptor expressziójának növekedéséről számoltak be neuropátiás fájdalomban, amely 
P2X4 antiszensz oligonukleotidok alkalmazása után csökkent135. Ezután kezdett nagyobb 
figyelem irányulni a purinerg jelátvitel szerepére a neuropátiás fájdalomban136-139 majd 
kimutatták, hogy a mikroglián kifejeződő P2X7 és P2Y12 receptorok is részt vesznek a 
neuropátiás fájdalomban140-143. A neuropátiás fájdalom hátterében álló pontos 
mechanizmusokban résztvevő P2X3, P2X2/3, P2X4, P2X7 és P2Y12 receptorok 
vizsgálata továbbra is intenzív kutatás tárgya144-147.  
A DRG (hátsó gyöki ganglion) egy fájdalomingert közvetítő sejtcsoportjában kifejeződő 
homomer P2X3 és heteromer P2X2/3 receptorok is részt vesznek a fájdalmas ingerek 
érzékelésében148-150. Szerepet játszanak az akut, gyulladásos, neuropátiás, viscerális és 
rákos fájdalomban, amelyek során fokozott ATP felszabadulás figyelhető meg az 
extracelluláris térbe.  
Az ATP akut veszély jelzésére szolgál és a gyulladás és immunitás közvetítője is 
egyúttal151. Az idegekben az mTOR jelátviteli útvonal gátlója, a rapamycin csökkentette 




mTOR jelátviteli útvonal is részt vesz az ADP által kiváltott asztrocita aktivációban és az 
ATP felszabadulásban a gerincvelő dorzális szarvában152. 
Az adenozin szintén potenciális fájdalomcsillapító célpont a gyulladásos és neuropátiás 
fájdalomban153-155, ugyanis szerepet játszik a nociceptív transzmisszió regulációjában, 
különösen A1 és A2A receptorokon keresztül156-160. Míg az A1 receptorok aktivációja 
analgesiát okoz, feltehetőleg a leszálló purinerg gátló pálya A1 receptorain keresztül, az 
A2 receptorok aktivációja nociceptív hatású a nociceptív afferens neuron stimulálása 
révén. Mindemellett kutatások arról is beszámoltak, hogy patkányok krónikus fájdalmát 
A3 adenozin agonistákkal is sikerült befolyásolni161-163.  
 
2.2.1.1 P2X7 receptor szerepe a neuropátiás és gyulladásos fájdalomban 
A P2X7 receptorok tulajdonságait először egér NTW8 mikroglia sejtvonalban164, majd 
patkány agyi mikroglia sejtekben vizsgálták31. Később artritiszes patkányokban gyulladás 
által kiváltott mechanikai hiperalgézia enyhítésére, az idegvégződéseken található P2X7 
receptorok gátlására, oxidált ATP-t alkalmaztak165. A P2X7 receptorok aktivációját 
követően felszabadulhatnak biológiailag aktív gyulladásos citokinek, például az IL-1β. 
Míg, a P2X7 KO egerekben a krónikus gyulladásos és neuropátiás fájdalom megszűnt, a 
normál nociceptív feldolgozási folyamat megmaradt, ami azzal magyarázható, hogy a 
P2X7 KO egerek nem voltak képesek a biológiailag aktív IL-1β produkcióra166. 
Mindezek mellett kimutatták, hogy a P2X7 receptor az érett IL-1β termelés szabályozása 
révén szerepet játszik a neuropátiás és gyulladásos eredetű fájdalom kialakulásában118. A 
P2X7 receptor gátlása csökkentette a nocicepciót perzisztens neuropátiás és gyulladásos 
fájdalomban különböző egér modellekben167-169. Ezek a megállapítások, valamint a 
bizonyítékok növekvő száma alátámasztják azt az elképzelést, hogy a P2X7 
receptoroknak modulációs szerepük van a proinflammatorikus IL-1β feldolgozásban113. 
Mindezek az eredmények azt sugallják, hogy a P2X7 receptorok specifikus szerepet 
játszanak a folyamatos fájdalomhoz társuló idegi neuronális-gliális sejt 
kölcsönhatásokban67. 
A P2X4 és P2X7 génkiütött egerek közös vonása, hogy hasonló módon, csökkent 
mértékben reagálnak a fájdalomingerekre, de ez a fenotípus különböző mechanizmusok 




α termeléshez vezet mikrogliában, ugyanakkor a P2X7 antagonistákkal végzett kezelés a 
mechanikai hiperalgézia csökkenését és a TNF-α, IL-6 koncentrációjának a csökkenését 
eredményezte171.  
A P2X7 receptorokat expresszáló immunsejtek kulcsfontosságú szerepet játszanak a 
fájdalomküszöb változásában166. Neuropátiás fájdalom modellben sérülést követően 
növekedett a P2X7 receptor mRNS és fehérje expressziója a gerincvelői mikroglia 
sejtekben172. Akut gyulladásos fájdalom modellben, a mikrogliai P2X7 receptorok fontos 
szerepet játszottak a nociceptív neuronok szenzitizálásában patkány gerincvelő hátsó 
szarvban173.  
A P2X7 receptorok aktivációja glutamátot szabadít fel a gerincvelőben, amely hozzájárul 
a mechanikai allodynia kialakulásához az ülőideg részleges elkötését követően174.  
Az oxaliplatin rák ellenes gyógyszerről kimutatták, hogy neuropátiás fájdalom 
kialakulását és a P2X7 receptorok aktivációját okozza175. A P2X7 receptor antagonista, 
A438079, megakadályozta a paclitaxel, egy másik daganatellenes szer által kiváltott 
allodyniát176. A perifériás P2X7 receptor aktiváció mechanikai hiperalgéziát okozott 
gyulladásos mediátorok különösen a bradikinin részvételével177.  
A P2X7 SNP polimorfizmusok egy része korrelál a fájdalomérzékenységgel, beleértve a 
cukorbetegségben szenvedő páciensek csoportját is178.  
 
2.2.2 A migrén 
A migrén az agy komplex és sokrétű rendellenessége, amely több napig is eltarthat. 
Egyoldalú, lüktető fejfájás rohamok jellemzik, mozgási, vizuális és hallási és más 
tünetekkel társulva179. Jellemzően a klasszikus, teljes tünetsorú migrén négy fázisra 
osztható: (1) figyelmeztető/bevezető szakasz (prodroma), (2) lehetséges aurafázis, (3) 
fejfájás és kísérő tünetek, (4) lábadozási, helyreállási szakasz (posztdroma). Ezek 
előfordulhatnak lineáris sorrendben, de a legtöbb esetben a migrén szakaszok jelentős 
átfedést mutatnak. Egyéb tünetek, mint a fáradtág, az ingerlékenység, a csökkent 
koncentrációs képesség és az ásítás legalább 48 órával megelőzhetik a fejfájás 
jelentkezését180. A legtöbb rohamot órákig vagy napokig eltartó rossz közérzet követi 




koncentrációs zavarok, minden fázisban jelen lehetnek. A valóságban legtöbbször csak a 
fejfájás hiánya vagy jelenléte tűnik ki, ám a migrénes betegek körülbelül egyharmadában 
a migrénes rohamokhoz neurológiai deficitek is társulhatnak, amelyek magukba foglalják 
az olyan kortikális tüneteket, amelyeket együttesen migrén aurának neveznek183 (3. 
táblázat).  
 
3. táblázat: A fejfájás zavarainak nemzetközi osztályozása (ICHD)-3β184 
Migrénre vonatkozó kritériumok 
Aura nélkül Aurával 
A. Legalább 5 olyan roham, amely megfelel az alábbi 
kritériumoknak (B-D) 
A. Legalább 5 olyan roham, amely megfelel az alábbi 
kritériumoknak (B és C) 
B. 4-72 óra hosszúságú fejfájás (kezeletlen vagy 
sikertelenül kezelt) 
B. Egy vagy több reverzibilis aura tünet: 
1. Vizuális 
2. Szenzoros 




C. A fejfájásnak legalább a következő négy jellemző 
közül kettőnek meg kell felelnie: 
1. Egyoldalú elhelyezkedés 
2. Pulzáló jelleg 
3. Mérsékelt vagy súlyos fájdalomintenzitás 
4. Fizikai aktivitás kerülése, vagy erre súlyosbodó 
fájdalom 
C. Az alábbi négy jellemző közül legalább kettő 
érvényesül a fejfájásra: 
1. Legalább egy aura tünet, amely legfeljebb 5 
percig tart, és/vagy két vagy több tünet jelentkezik 
egymás után 
2. Minden egyes aura tünet 5-60 percig tart 
3. Legalább egy aura tünet egyoldalú 
4. Az aurát 60 percen belül fejfájás kísérti vagy azt 
követi 
D. Fejfájás alatt az alábbiak közül legalább egy teljesül: 
1. Hányinger és/vagy hányás 
2. Fotofóbia és fonofóbia 
D. Másik ICHD-3 diagnózis nem jellemző, és a 
tranziens ischaemiás roham kizárható 
E. Másik ICHD-3 diagnózis nem jellemző  
 
Ismert, hogy a migrén etiopatogenezisében különböző agyi struktúrák vesznek részt: a 
trigeminus ideg magjával az agytörzsben, az érrendszer, az agykéreg, valamint különböző 
mechanizmusok és kóros folyamatok, amelyek magukban foglalják a trigeminus ideg 
szabályozatlan aktivációját, vazokonstrikciót és vazodilatációt, továbbá a tovaterjedő 




neurotranszmitterek kórosan megváltozott koncentrációi közvetítik, és ezek hatására 
gyulladás és fájdalom keletkezik. Egyes bizonyítékok megerősítik a purinok részvételét 
a fent említett folyamatokban a központi idegrendszer egészében150.  
 
2.2.2.1 Az ATP, a P2 receptorok és a migrén 
A migrénes fájdalom keletkezésének legkorábbi hipotézise a vaszkuláris elméleten 
alapult186. Ez az elmélet azt feltételezi, hogy a migrénes roham keletkezése két szakaszból 
áll. Kezdetben van egy vazokonstrikció, ami szöveti hipoxia kialakulásához vezet, de 
ekkor még nincs fájdalom. Ismeretes, hogy a helyi vazokonstrikció a simaizmokon jelen 
lévő P2X receptorok aktiválódásának lehetséges következménye az ATP-n keresztül, 
amely, mint egy kotranszmitter együtt raktározódik, majd szabadul fel a noradrenalinnal 
a perivascularis szimpatikus idegekből és sérült endothelsejtekből. A migrénes roham 
kezdetén az intracelluláris raktárakból noradrenalin kiürül, ami összefüggésben van a 
dopamin, prosztaglandin, ATP és adenozin fokozott felszabadulásával187. A 
vazokonstrikciót ezután vazodilatáció követi, amely fájdalomérzéssel társuló hyperemiát 
eredményez188,189. Továbbá, az ATP szintézise és felszabadulása az endotheliális 
sejtekből és vérlemezkékből a vérszérumba jelentősen megnő migrénes roham alatt, 
amelynek következtében a felszabadult ATP aktiválja a P2X és P2Y receptorokat az 
endothel sejteken (aktiválja még ADP, UTP). Ez az aktiválódás az endothelium-eredetű 
relaxációs faktor felszabadulását eredményezi a vérbe150,188. Az extracelluláris 
nukleotidok az agyi artériák kontrakcióját indukálják elsősorban a simaizomsejteken 
expresszált P2X1 és P2Y6 receptorok aktiválódásával190,191, ugyanakkor az adenozin 
elsősorban az endothel sejteken lévő A2A receptorokon keresztül relaxációs tényező191. 
Ez a mechanizmus magyarázza a purinok kettős szerepét a migrénes fejfájás 
keletkezésében.  
Legutóbbi ismereteink alapján a migrénes fájdalom előidézésének kulcsfontosságú 
folyamata a trigemino-vaszkuláris rendszer aktivációja. Ez a folyamat vazoaktív 
molekulák, például kalcitonin gén relációs peptid (CGRP), P anyag és 
proinflammatorikus faktorok, valamint jelátviteli molekulák, mint az ATP, szerotonin, 
bradikinin és prosztaglandinok felszabadulását okozza. Mindezek a vegyületek hatással 




Az ATP szerepét a migrén etiológiájában korábban csak a betegség vaszkuláris 
elméletével kapcsolatban hozták összefüggésbe. Jelenleg egyre nagyobb figyelmet 
fordítanak a fájdalom és neuronális diszfunkció, a trigeminális idegeken kifejeződő ATP-
aktiválta receptorokon keresztül megvalósuló szabályozására. A purinerg jelátvitel 
részvétele a fájdalom vezetésben, az ATP-aktiválta P2 receptorokkal kapcsolatosan jól 
ismert a hátsó gyöki gerincvelő, és a perifériás érző ganglion területén193. Ezenkívül a 
P2X3, P2X2 és P2X2/3 recetorok, valamint a P2Y1, P2Y2, P2Y4, és P2Y6 receptorok 
jelenlétét mutatták ki a trigeminális ganglion és a hátsó gyöki ganglion neuronális 
sejttestjein148,193-196. Szintén leírták, hogy a trigeminális neuronokon jelen lévő P2Y1 és 
P2Y4 receptorok együttesen expresszálódnak a P2X3 receptorral197. A szatellit glia 
sejteken hasonló P2Y receptorok expresszióját figyelték meg: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 
és P2Y12, valamint P2Y13 (együtt a P2X2 és P2X2/3 receptorokkal)198,199. 
In vitro vizsgálatok azt mutatják, hogy az afferens trigeminális idegvégződéseken jelen 
lévő P2X3 vagy P2X2/3 receptorok aktivációja a gerincvelő hátsó szarvában fokozza a 
fájdalomimpulzusok transzmisszióját200. Az agytörzsben a nociceptív neuronok centrális 
szenzitizációját a P2X receptorok agonistáinak és antagonistáinak intratekális 
alkalmazása befolyásolta201. Azt is kimutatták, hogy a P2X3 receptor kulcsszerepet 
játszik a trigeminális neuralgiában202. A CGRP fokozott felszabadulása függ a trigemino-
vaszkuláris rendszer aktivációjától, és egyidejűleg a P2X3 receptorok szenzibilizációja is 
bekövetkezik203. Ez a folyamat fontos szerepet játszik az idegsejtek további aktiválásában 
és a perifériás és központi szenzitizáció kialakulásában.  
Viszonylag új és még nem tisztázott elképzelés hogy a P2Y receptorok részt vesznek a 
migrén kialakulásában150,198,204. Úgy vélik, hogy a P2Y receptorok aktivációjának 
lehetséges hatása mind analgetikus, mind algogén199. A P2Y1 receptorok aktivációja 
gátolhatja a P2X3 receptorok aktivációját a dorzális ganglionok neuronjaiban, ami az 
ATP és ADP antialgogén szerepét támasztja alá. Az UTP és UDP, valamint egyéb P2Y 
receptor agonisták in vivo i.t. adása után kimutatták, hogy ezek fájdalomcsillapító hatást 
fejtenek ki, valószínűleg a gliális sejtekből történő citokin felszabadulás gátlása révén205-
207. A migrén mechanizmusában a trigeminális ganglion neuronjain expresszálódó P2Y6 




Jól ismert, hogy a migrénes fejfájást megelőzi a nociceptív receptorok aktiválása az 
agyhártyában és azután a trigeminális neuronok szenzoros rostjainak aktivációja követi, 
amelyek az agyhártya ereit innerválják209. Nemrég kimutatták, hogy a CSD nemcsak a 
trigeminális ganglion primer neuronjait aktiválja, hanem a gerincvelő felső 
szegmenseiben (C1-2) található másodlagos neuronokat is210. A CSD során olyan 
molekulák szabadulnak fel a cerebrospinális folyadékba , mint az ATP , a nitrogén-oxid, 
a prosztaglandinok és a kálium211,212. E molekulák koncentrációjának növekedése a 
trigeminális ganglion neuronjainak afferens szenzoros végződéseinek aktivációját és 
szenzitizációját eredményezi, majd az agytörzsben és a felső nyaki 
gerincvelőszegmensekben található trigeminus ideg másodlagos neuronjai közvetítik az 
agyhártyáról eredő nociceptív ingereket. Később, az agykéreg fokozott aktivitásának 
időszakában, amelyet közvetlenül a CSD követ, az ATP koncentrációja jelentősen megnő 
az extracelluláris térben. Az ATP lehet a felelős a nociceptív jelátvitel aktiválásáért és 
amplifikálásáért valamint a gyulladásért, amely az afferens szenzoros rostok 
aktiválódásához és szenzitizációjához vezet211,212. Az ATP nociceptív és 
proinflammatorikus hatását a primer afferens rostokon lévő P2X és P2Y receptorok 
aktivációja váltja ki150,193,213-216. 
A P2X3 receptor részt vesz a neurotranszmisszió modulációjában olyan agyterületeken 
is, amelyek közvetítik a nocicepciót, mint például a trigeminus mag és a 
talamusz203,217,218. A legtöbb nociceptív trigeminális neuron, amely a durát beidegzi, 
P2X3 receptorokat is expresszál és képes a CGRP felszabadítására194,207. A P2X3 
receptorok aktivációja fokozza a CGRP felszabadulását a dura materben és elősegíti a 
gyulladásos folyamatok megindítását, valamint a CGRP további felszabadulását okozza 
az agytörzs trigeminális magjaiban, és ezáltal a szekunder neuronokat érzékenyebbé teszi 
a fájdalmas ingerekre219. Ezenkívül a CGRP a trigeminális ganglionban jelen lévő P2X3 
receptorok szenzitizációját is fokozza207.  
A purinok különböző típusú sejtekben (erek, idegsejtek és szatellit glia sejtek) és 
különböző típusú purinerg receptorokon keresztül történő többirányú hatása hozzájárul 
és módosítja a migrénes fájdalom megindításához és erősödéséhez. Ezért a purinerg 
receptorok kiváló terápiás célpontot jelenthetnek az új antimigrén terápiákat kidolgozó 




elősegítő mechanizmusok megakadályozhatják a vazodilatációt és ezáltal elkerülhetik a 
migrénes roham során a szekunder centrális szenzitizációt. 
 
2.2.2.2 Fejfájás és migrén állatmodelljei 
Annak érdekében, hogy felmérjük az állatmodell valós értékét az emberi betegségekkel 
kapcsolatban, beleértve a krónikus fájdalmat és migrént, a vizsgálónak képesnek kell 
lennie a farmakodinámiás végpont megbízható értékelésére, a betegség szempontjából 
releváns kórélettani, tünettani és/vagy kezelési módok transzlációs vonatkozásaiban. A 
migrén olyan önálló fejfájás betegség, amelyet általában az egy oldalon elhelyezkedő 
fejfájás jellemez, amelyhez gyakran hányinger, hányás és figyelmeztető tünetek (pl. 
fényre és hangra való érzékenység) társulnak220. Azonban vitatható, hogy az állatok 
valóban spontán migrénszerű epizódokat tapasztalnak-e klinikai környezetben. Evolúciós 
szempontból nehéz elképzelni, hogy milyen biológiai előnye származhat az állatnak 
abból, hogy természetes szelekció révén erősítse meg ennek a fejfájás betegségnek a 
továbbörökítését. Mindazonáltal a rendelkezésre álló állatmodellek azt mutatják, hogy a 
rágcsálók kísérleti úton migrénszerű kórélettani állapotokba kerülhetnek, ami relevánssá 
teszi őket a gyógyszerkutatásban való alkalmazásukra221-224. 
Egy ismert vagy új vegyületnek, amelynek a hatásmechanizmusa már ismert, segíthet 
eldönteni, hogy az első elvégzett állatmodell neurovaszkuláris vagy neuronális jellegű 
legyen. Ha a hatásmechanizmus túlnyomórészt neurovaszkuláris, a következő modell 
lehetséges: zárt koponya ablak modell alkalmazása, mellyel felmérhető a drog hatása a 
craniális vérerek átmérőjére. Ez kiegészíthető a hízósejtek depléciós vizsgálataival, így 
tovább tudjuk vizsgálni a neurogén jellegét.  
Ha a hatásmechanizmus túlnyomórészt neuronális, akkor a következő modellek 
lehetségesek: (1) meg kell állapítani a vegyület aktivitását CSD modellben, mely releváns 
aurás migrénben, vagy (2) különböző szenzitizációs modellekben, például NTG ismételt 
adásával. Jelenleg, kevert mechanizmusokat magában foglaló modellek (pl. durális 
„gyulladásos leves” NTG kezeléssel kombinálva) nem állnak rendelkezésre.  
A genetikai modellek alkalmazása olyan monogénes familiáris hemiplegikus migrén 




CACNA1A), valamint olyan poligénes mutációk, amelyek kutatásra várnak 
állatmodellekben. Majd a vegyület hatásosságának értékelésére egy egyszerű gyulladásos 
vagy neuropátiás modell (pl.: komplett Freund’s adjuáns adása) a legalkalmasabb225. 
Kísérleteink során a Bates és munkatársai által korábban leírt szenzitizációs NTG-
indukált migrén modellt226 alkalmaztuk. Megvizsgáltuk az i.p. NTG kezelés által 
időfüggő módon kiváltott termális hiperszenzitivitást az egerekben és a végtagelrántási 
küszöbértéküket mértük hot plate teszt segítségével, valamint a modell validálásához 
szumatriptánt alkalmaztunk. Ez ugyan közvetlenül a migrénszerű fejfájást nem méri, de 
feltételezhető, hogy a hiperszenzitivitás a durát ellátó idegekben is hasonló 
mechanizmussal alakul ki. 
 
2.3 Szerotonerg neurotranszmisszió 
A szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) a biogén aminok csoportjába tartozó 
neurotranszmitter vegyület, az agyi szerotonerg neuronokon kívül még detektálható 
mennyiségben megtalálható a periférián, valamint a vérlemezkékben, a hízósejtekben, a 
gyomor-bél traktusban illetve a mellékvese velőállományában227. Az agyban a 
szerotonerg neuronokban szintetizálódik és azok varikozitásaiból szabadul fel228, majd 
ezt követően a felszabadult szerotonin nagy része aktív mechanizmussal visszavételre 
kerül. Bioszintézisének előanyaga a triptofán amelyből a triptofán-hidroxiláz hatására 5-
hidroxi-triptofán keletkezik, majd dekarboxiláció révén keletkezik az 5-hidroxi-
triptamin, azaz szerotonin. A központi idegrendszer szerotonerg neuronjainak többsége 
az agytörzsben lévő raphe magokban találhatóak229. Az axonok a raphe magokban 
található neuronokból kiindulva, mint leszálló pályák a gerincvelő mellső, középső, 
valamint hátsó szarvához, mint felszálló pályák az egyéb agytörzsi struktúrákhoz, a 
hipotalamuszhoz, a limbikus rendszerhez, a hippokampuszhoz és az agykéreghez futnak, 






5. ábra: Patkány szerotonerg rendszere a raphe magokkal és a fő 
pályarendszerekkel. Az ábra azon sejtek projekciós útvonalát mutatja, melyek a 
szerotonint neurotranszmitterként szabadítják fel. A szerotonerg neuronok legfontosabb 
csoportja a raphe magok230. A 3 fő pálya: 1. Mediális felszálló pálya: a hippokampusz és 
a preoptikus areát idegzi be. 2. Medio-laterális felszálló pálya: elsősorban a kortikális 
területeket idegzi be. 3. Laterális felszálló pálya: a nucleus caudatusba fut, és az 
extrapiramidális rendszert idegzi be.  
 
Az emlős agyban lévő szerotonerg neuronokra ugyancsak jellemző a varikozitásos és 
szinaptikus ingerület-átvitel231,232. Egyes agyterületeket a különböző raphe magokból 
érkező szerotonerg neuronok komplexen, többszörösen is beidegzenek231-234. Ezenfelül a 
raphe magvak szerotonerg neuronjai a bemenetek nagy többségét olyan kortikális és 
szubkortikális területekről kapják, amelyek lényegében szerotonerg beidegzéssel 
rendelkeznek235, ami arra utal, hogy a felszálló szerotonerg pályákat főleg a már 
feldogozott érzékszervi információk befolyásolják235.  
Az, hogy a szerotoninnak eddig jelentősen sokrétű, gyakran egymásnak ellentmondó 
hatását tapasztalták, a nagyszámú, eltérő tulajdonságokkal rendelkező receptorainak 
köszönhető. Az 5-HT receptorokat 7 nagyobb csoportba soroljuk. Az idegvégződésekből 




vagy posztszinaptikusan236. Az 5-HT kötődése a G-fehérje kapcsolt receptorokhoz, az 
adenil-cikláz vagy a foszfolipáz-C aktiválódását eredményezi.  
Az 5-HT-t a szinaptikus résből az 5-HT transzporterek viszik vissza a preszinaptikus 
végződésekbe, itt a szabad 5-HT vagy vezikulákban tárolódik, vagy monoamino-oxidáz 
(MAO) metabolizálja 5-hidroxi-indolecetsav végtermékké. 
A szerotonerg rendszer szabályozása nagyon fontos a normál viselkedés, valamint a 
neurológiai és pszichiátriai rendellenességek szempontjából, mint pl. az obszesszív-
kompulzív zavar, a bulimia, a krónikus impulzivitás, az elhízás, a kábítószer függőség, 
az agresszió, a depresszió, a szorongás, az öngyilkossági késztetés, a skizofrénia, a mánia, 
az autizmus, az Alzheimer-kór, és a hirtelen csecsemőhalálozási kór237-241.  
 
2.3.1 A raphe magok eltérő szerepe a neuromodulációban 
Az állat viselkedését, pillanatnyi és jövőbeli akcióit az idegrendszer különböző működési 
módjain keresztül végső soron az érzékszervek információi befolyásolják a legnagyobb 
mértékben. A külső ingerekből származó különböző információk párhuzamosan, 
elosztott módon dolgozódnak fel a funkcionálisan elkülönült kérgi területeken. Az egyik 
felmerült elképzelés szerint az idegsejtek szinkron tüzelése játszik szerepet abban, hogy 
szinkron módon befolyásolják, és ezáltal funkcionálisan összekapcsolják a különböző 
agyterületeket 242,243. Más adatok viszont azt az elképzelést támogatják, hogy a kéreg 
alatti aktivitásnak is szerepe lehet a kérgi szinkronizáció kialakításában244-246.  
A kortikális információfeldolgozás a szubkortikális neuromodulációs rendszerek 
állapotfüggő szabályozása alatt áll. Ennek alapján, ez a modulációs hatás feltételezhetően 
elsősorban lassú, tónusos, nem szinaptikus receptorok által közvetített, de a fázisos, gyors 
szinaptikus átvitel is lehetséges247,248. A lassú, tónusos és gyors, fázisos moduláció 
párhuzamos működésének kiemelkedő példája a felszálló szerotonerg rendszer. A 
dorsalis raphe (DR) szerotonerg neuronjainak vékony axonjai kis varikozitásúak és ritkán 
létesítenek szinapszisokat, míg a median raphe (MR) tónusos szerotonerg sejtjeinek 
vastag, nagy varikozitású axonjainak többsége szinaptikus kapcsolatokat alakít ki a 
kortikális GABAerg interneuronokkal249-251. Következésképpen a DR projekció ideális a 




sejtek közötti diffúzióval (volume transmission), míg az MR mind diffúz nem-
szinaptikus, mind gyorsabb, cél specifikus fázisos modulációt is alkalmazhat.  
A DR és az MR magok optogenetikus aktivációja az MR-hippokampális aktiváció gyors 
komponensét tárta fel252. Ezek az adatok azt sugallják, hogy a DR és MR 
szubpopulációknak különféle hatásai vannak az élettani funkciókban és a viselkedésben.  
 
2.3.2 Szerotonerg moduláció a hippokampuszban 
A különféle jelentősebb neurotranszmitter jelátviteli útvonalak, mint a monoaminerg, 
glutamáterg és nitrerg neurotranszmitter rendszerek253, nagyon érdekesek a komplexitás 
és szabályozás szempontjából is és itt is különös figyelmet érdemel a szerotonerg 
rendszer. Ahhoz, hogy megértsük, a szerotonin hogyan modulálja a hippokampális 
funkciókat molekuláris szinten, meg kell ismerni, hogyan modulálja a szerotonin a 
különböző sejttípusokat és szubrégiókat, amelyeket a hippokampális neuronhálózatok 
tartalmaznak. Hossztengely mentén a hippokampusz rágcsálókban dorzális, közbenső és 
ventrális régiókra van elkülönítve254, hasonlóan, mint humánban255. A dorzális 
hippokampusz elsősorban a kognitív funkciókban játszik szerepet, beleértve a térbeli 
tanulást és memóriát256,257, míg a ventrális hippokampusz elsősorban a stresszválasz az 
érzelmek, a szorongás szabályozásában258-260, másodsorban a memória feladatokban vesz 
részt261. A hippokampusz több különböző zónára oszlik: a gyrus dentatusra, a CA3, CA2, 
CA1 és subiculum régiókra. A CA3, CA2, CA1 régiókat hippokampális gyrusnak vagy 
Ammon szarvnak is nevezik. A CA3 területen található piramis sejtek axonokat, ún. 
Schaffer kollaterálisokat projektálnak, a CA2 és CA1 régiókhoz. A hippokampális 
neuronhálozatokban kétféle fő serkentő típusú sejttípus található: a glutamáterg piramis 
sejtek az Ammon szarvban és a subiculum régiókban, valamint az ugyancsak glutamáterg 
szemcsesejtek a gyrus dentatusban. Általában serkentő hatást fejtenek ki a neuronokra, 
axon terminálisokat küldenek más glutamáterg, GABAerg, és monoaminerg, kolinerg és 
hisztaminerg sejtekhez. 
A hippokampuszon belüli információ feldolgozása összetett folyamat, amelyet számos 
neurotranszmitter befolyásol. A hippokampuszban szinte mindegyik pre- és 
posztszinaptikus 5-HT receptort már azonosították262, és megtalálhatók mind az 




kulcsfontosságú szerepet játszik a szerotonerg neurotranszmisszióban és a hippokampális 
funkciók állapotfüggő szabályozásában263,264. A hippokampuszban expresszálódik a 
triptofán-hidroxiláz enzim265, és további fontos enzim még a szerotonerg rendszerben a 
MAO, amely az 5-HT bontásáért felel238. Az 5-HT neurotranszmisszió fontos szerepet 
játszik a hippokampális neuronhálózat működésében, közvetlen hatással lehet a 
piramidális neuronok tüzelésére a membránpotenciál szabályozásával és közvetve a 
GABA neurotranszmisszió modulálásával.  
Érdekes módon az 5-HT rostok gyakran nem rendelkeznek közvetlen szinaptikus 
kapcsolattal, és sok olyan 5-HT receptort észleltek azokon a neuronokon, amelyek nem 
kapnak 5-HTerg innervációt266-268. Ebből az következik, hogy a szerotonin diffúz 
formában szabadul fel és inkább modulátorként működik a hippokampuszban, amelynek 
a homeosztázis fenntartása a funkciója. 
A hippokampusz-függő memóriarögzülés mechanizmusában döntő szerepe van a hosszú 
távú szinaptikus hatékonyság fokozódásának (LTP, long term potentiation). E tekintetben 
korábban már beszámoltak a cAMP jelátviteli rendszer és az LTP közötti kölcsönhatásról, 
a Ca2+ és a cAMP közötti kritikus kapcsolatról269. Az LTP kiváltása során az 
AMPA/kainát és NMDA receptorok együttes aktivációja nagy mennyiségű Ca2+ 
beáramláshoz vezet, amelynek következtében aktiválódik a Ca-calmodulin rendszer, 
amely aktiválja az adenilát ciklázt és a cAMP kinázt, mely utóbbi a sejtmagban beindítja 
a fehérjeszintézist és strukturális változásokat indukál, új receptorok és szinapszisok 
kialakulásához vezet. Ezek a folyamatok a kalmodulin hatásának eredményeként és a 
másodlagos messenger cAMP közvetítésével jönnek létre. Az LTP kialakulásában 
interneuronok (GABA, opioidok, szerotonin szerepe), retrográd hírvivő anyagok (NO) is 
részt vesznek. Ezen a szinten az 5-HT receptorok mindegyike közvetlenül is részt vesz a 
hippokampusz normál működésében és a memória kialakulásában, ugyanis a metabotróp 
5-HT receptorok serkentik vagy gátolják a cAMP keletkezését. 
A neurogenezis a hippokampális működéssel kapcsolatos hosszan tartó változásokban 
érintett folyamat, mivel a felnőttkori neurogenezis éppen a gyrus dentatusban zajlik270. 
Az 5-HT1A receptor valószínűleg szerepet játszik a neurogenezis szabályozásában, mely 
a raphe szerotonerg neuronjain expresszálódik, mint autoreceptor271, és preszinaptikusan 




modulációjában is. Az 5-HT1A receptor gátolja a neuronok tüzelését, aktiválja a G-
fehérjékhez kapcsolt befelé egyenirányú kálium csatornákat és gátolja a Ca2+ 
csatornákat272, valamint gátolja az LTP-t és az NMDA receptorok működését273. Az 
ionotróp 5-HT3 receptor szintén részt vesz gyors hatások közvetítésével az LTP 
modulációjában a hippokampuszban274.  
Az 5-HT1B receptorok széleskörű eloszlása következtében megtalálhatók a 
hippokampuszban a projekciós neuronok axon terminálisain és dendritjein, amelyek 
magukban foglalják az Ammon szarvban lévő piramissejteket és a gyrus dentatusban lévő 
szemcsesejteket275-277. Az 5-HT1D receptorok alacsonyabb szinten expresszálódnak, mint 
az 5-HT1B receptorok, ugyanakkor gyakran egy agyterületen fejeződik ki ez a két fajta 
receptor, esetleg heterodimert képezhetnek egymással276,278,279. Így megkérdőjelezhető, 
hogy hatásaikat lehet-e külön tárgyalni. Az 5-HT1B receptorok aktivációja csökkenti a 
glutamáterg transzmissziót a hippokampusz subiculum és CA1 régiójában280,281. Az 5-
HT1B receptorok modulációs hatását a memória és a tanulás viselkedési modellekben 
sokkal kevésbé tanulmányozták, mint az 5-HT1A receptorok. De több tanulmány 
kimutatta, hogy az 5-HT1B receptorok stimulálása negatívan befolyásolja a teljesítményt 
a hippokampusz-függő memória tesztekben.  
Széles körben elterjedt, hogy a kortikális szerotonerg idegvégződésekben megtalálhatók 
a preszinaptikus 5-HT1B/1D terminális autoreceptorok, amelyek aktiválódása gátolja az 5-
HT felszabadulást282,283. Azonban a hippokampuszban lévő 5-HT1B/1D receptorokat 
expresszáló idegvégződések eredési pontja még mindig nem ismertek. 
A hippokampuszban a sejtek gyakran együtt expresszálják az 5-HT receptorok több 
típusát, amelyek vagy kiegészítő, vagy ellentétes hatással lehetnek a sejtfunkciókra. 
Ezenkívül az 5-HT receptorok más G-fehérje kapcsolt receptorokkal homodimer vagy 
heterodimer formákat is kialakíthatnak, ezzel tovább növelve az 5-HT jelátvitel 
komplexitását284. Továbbá a legtöbb 5-HT receptor a hippokampusz mindkét fő 
sejttípusán, a glutamáterg principális sejteken és GABAerg interneuronokon is 
megtalálható. Két kivétel van ez alól, az 5-HT3 receptorok csak az interneuronokon285,286, 
az 5-HT4 receptor alosztály csak a piramissejteken található meg287. Az 5-HT5A 
receptorok részt vesznek az asztrociták érési folyamatában és aktivációjában, különösen 





2.3.3 P2 receptorok szerepe a szerotonerg neurotranszmitter rendszerben 
Már az 1990-es évek elején felismerték, hogy az ATP-érzékeny P2 receptorok részt 
vesznek a transzmitter felszabadulás szabályozásában289. Később kimutatták, hogy az 
agyi és a perifériás neuronok főbb neurotranszmittereinek (acetilkolin, noradrenalin, 
dopamin, szerotonin, glutamát, GABA) felszabadulását a P2X és/vagy P2Y receptorok 
modulálják. 
A P2 receptorok aktivációja gátolta a szerotonin felszabadulását kortikális patkány agy 
szeletekből290. Az ATP ezen hatása kétfázisú lehet, mivel a szerotonin felszabadulás 
preszinaptikus P2X receptor által közvetített facilitációját is megfigyelték patkány 
hippokampuszban5. Ugyanakkor az egyszerű túlélő agyszeletben a közvetlen 
preszinaptikus P2 receptor hatás és a közvetett moduláló hatások megkülönböztetése nem 
egyszerű.  
A monoamin és purinerg rendszer együttműködést bizonyítja az a megfigyelés is, hogy a 
glutamát/ATP interakcióból származó másodlagos messenger NO szabályozhatja a 
szerotonin termelését291,292. Ugyanakkor fordítva is igaz, hogy a szerotonin is képes 
modulálni az ATP szinteket az agyban293. A P2 receptor antagonista PPADS által indukált 
antidepresszáns szerű hatásokban a szerotonin szerepet játszhat, mert a PPADS és 
fluoxetin egyidejű alkalmazásával megfigyelt összeadódó hatás a P2 receptorok 
gátlásából is származhat, amely kedvezően befolyásolta a szerotonin biológiai 
hozzáférhetőségét294. 
A P2X7 receptorok aktivációja glutamát és következményes GABA felszabadulást vált 
ki a hippokampuszból33, de előidézheti az endogén agonista ATP felszabadulását is295. A 
P2X7 receptorok közreműködnek a depresszió patofiziológiájában296-299, a bipoláris 
betegségekben296,300, és a szkizofréniában301. A P2X7 KO egerekben változásokat 
észleltek az agy noradrenalin és szerotonin szintjében297.  
Ugyanakkor a P2 receptorok részvétele a szerotonerg transzmisszió szabályozásában még 






Vizsgálataink a következő főbb területeket érintették: 
I. Dolgozatom első részében a purinerg jelátvitel és a migrén kapcsolatának tisztázatlan 
pontjaival foglalkozom. Irodalmi adatok alapján valószínű, hogy az endogén purinok 
potenciális triggerei vagy mediátorai a migrénnek, továbbá vizsgálták már egyes P2 
receptor altípusok részvételét a migrén szabályozó folyamataiban.  
A doktori munkámnak az egyik célja az volt, hogy megvizsgáljuk a P2X7 receptorok 
szerepét az NTG-indukált migrén modellben egerekben.  
 
1. A termális hiperszenzitivitás kialakulásának vizsgálata NTG kezelt egerekben. 
 Vizsgálatainkban arra kerestük a választ, hogy a NTG indukálta migrén egér 
modellben találunk-e különbséget a P2X7 WT és P2X7 KO egerek 
fájdalomküszöbében? 
 
2. A P2X7 receptor gátlásának vizsgálata az NTG indukált migrén modellben. 
 Ezekben a vizsgálatokban az volt a célunk, hogy megvizsgáljuk a P2X7 receptor 
antagonista BBG akut és szubakut kezelésnek a hatását P2X7 WT és P2X7 KO 
egerekben.  
 
3. A c-Fos expresszió változásának vizsgálata a migrénben közvetítő szerepet játszó 
egér felsőnyaki gerincvelőben és TNC-ben. 
 Következő immunhisztokémiai vizsgálatainkban a két genotípus, továbbá a P2X7 
receptor gátlás c-Fos expresszióra gyakorolt hatásait hasonlítottuk össze. 
 
II. Dolgozatom második részében a P2 receptorok szerepével foglalkozom a szerotonerg 
transzmisszió szabályozásában. Mivel irodalmi adatok alapján ismert, hogy a P2X7 
receptorok modulálják több más transzmitter felszabadulását, feltételezzük, hogy az 
endogén ATP modulálja a szerotonin termelődését is. Ugyanakkor az is ismert, hogy a 




célszerűnek tűnt megvizsgálni, hogy a P2X7 receptor milyen szerepet játszik a 
szerotonerg transzmisszió modulációjában.  
Tehát a doktori munka másik célja az volt, hogy a median raphe régió és a hippokampusz 
szerotonin felszabadulását jellemezzük és megvizsgáljuk a P2X7 receptorok ebben 
játszott feltételezett modulációs szerepét. Ehhez optogenetikai technikát alkalmaztunk, az 
afferenseket – amelyek az MRR-ből származnak és egyik célterületük a hippokampusz – 
szelektíven aktiváltuk és az MR régióból származó neuron szubpopuláció 5-HT 
felszabadulását jellemeztük in vivo és in vitro. A P2X7 receptorok aktivációjának 
elektromos és optikai stimuláció által kiváltott 5-HT felszabadulásra gyakorolt hatását a 
P2X7 receptor genetikai deléciójával és farmakológiai blokkolásával vizsgáltuk. 
 
1. A median raphe régióból optikai stimulációra felszabaduló szerotonin kiáramlás 
jellemzése. 
 Megvizsgáltuk és összehasonlítottuk, hogyan hat az elektromos, kémiai és optikai 
stimuláció a szerotonin felszabadulásra vad típusú egerek MR régiójában.  
 
2. A MRR optikai stimulációjának vizsgálata a szerotonerg rendszerhez köthető 
viselkedésre egerekben. 
 Vizsgálatainkban arra kerestük a választ, hogyan hat az MRR optikai stimulációja 
a ChR2-t expresszálló egerek viselkedésére? 
 
3. In vivo optikai stimuláció hatására felszabaduló transzmitterek szintjének 
vizsgálata az MRR-ben. 
 Ezekben a vizsgálatokban az volt a célunk, hogy megnézzük, hogyan változnak a 
szerotonin, a glutamát és a GABA szintek a MR régióban különböző paraméterű 
optikai ingerlés hatására. 
 
4. A hippokampális optikai stimuláció indukálta szerotonin felszabadulás 
feltérképezése. 
 Miután vad típusú egerek HP-ából sikerült szerotonin felszabadulást előidézni 
elektromos és kémiai stimulusra, megvizsgáltuk és összehasonlítottuk, hogyan hat 




 Megvizsgáltuk továbbá, hogy miként befolyásolják az 5-HT1 agonisták a 
felszabaduló szerotonin mennyiségét. 
 
5. A P2X7 receptor szerepének vizsgálata az elektromos és optikai stimuláció 
indukálta hippokampális szerotonin felszabadulásban. 
 Vizsgálatainkban arra a kérdésre kerestük a választ, hogy az ionotróp P2X7 
receptorok részt vesznek-e a szerotonin felszabadulás szabályozásában az agyi 
szerotonerg pályák hippokampális végződéseiből? Ennek kiderítésére a 







4.1 Kísérleti állatok 
Kísérleteinkhez mindkét kísérletsorozatban 2-4 hónapos hím C57Bl/6J alapú P2X7 
receptor nullmutáns (knockout; KO) transzgén egereket és vad típusú (wild type; WT) 
alomtársaikat használtuk fel. Az eredeti P2X7 receptor génkiütött tenyészpárok 
Christopher Gabel (Pfizer Inc., Groton, CT, USA) felajánlásával kerültek az MTA KOKI 
Orvosi Géntechnológiai Részlegébe, ahol az egérvonalat SPF körülmények között 
tenyésztik. Az utódok genotípusát PCR módszerrel egyénenként ellenőrizték az OGR 
Genotipizáló laborjába. A P2X7 receptor génkiütésért felelős DNS konstruktum, P2X7-
F1 (5'- CGGCGTGCGTTTTGACATCCT-3') és P2X7-R2 (5'-
AGGGCCCTGCGGTTCTC-3'). Az egérvonal alapját alkotó génkonstruktumban a P2X7 
receptort kódoló gén egy szakaszát egy neomycin rezisztenciát kódoló génszakasszal 
helyettesítették, amelynek hatására a létrejövő homozigótákban a P2X7 receptort kódoló 
gén nem íródik át és ez a P2X7 receptor fehérje hiányát okozza120. 
Minden állatot standard körülmények között tartottunk az MTA KOKI OGR állattartó 
szobáiban, 23±2 ̊C-os hőmérsékleten, 60±10%-os páratartalmon, 12-12 órás fény-sötét 
ciklusban, ahol ad libitum táplálék és víz folyamatosan rendelkezésükre állt. A 
viselkedésteszteket 9-14 óra között, az MTA KOKI MD szintjén és Viselkedésvizsgálati 
Egységében (VVE) végeztük és az egerek a kísérletek előtt egy héttel kerültek a standard 
állattartó szobákba. 
Az állatkísérleteket a nemzetközi és magyar törvényi szabályozással összhangban a 
Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet Munkahelyi Állatetikai Bizottság 





4.2 NTG indukált migrén modell 
 
4.2.1 Emelkedő hőmérsékletű hot plate teszt 
A tesztet megelőzően az egereket random 10-13 fős csoportokba soroltuk, és ötösével 1 
hétre ketrecekbe raktuk. Az elfogultság elkerülése érdekében az Excel segítségével 
randomizáltunk, hogy melyik egér melyik csoportba tartozik. Az egerek nociceptív 
stimulációra való reakcióját – Almási és munkatársai tanulmányát követve302 – egy 
emelkedő hőmérsékletű hot plate rendszerrel (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, 
USA) határoztuk meg, a széles körben használt látencia mérések helyett. A tanulmány 
szerint ez a mérési technika a termális hiperalgézia pontosabb vizsgálatát teszi lehetővé.  
A vizsgálat napján az állatokat 10 percig habituáltuk a vizsgálati készülékben, mielőtt a 
kiindulási nociceptív küszöbértéket mértük. Az állatokat egy elektromosan fűtött 
fémlemezre helyeztük, amelyet állandó 30°C-on tartottunk (kiindulási hőmérséklet). A 
habituációs idő után a lemez hőmérsékletét konstans 6°C/perc sebességgel növelni 
kezdtük, amíg az egerek nocifenzív viselkedést mutattak (a hátsó mancs rázása, 
nyalogatása, vagy a forró lemezről való elugrás). Ezután a fűtést azonnal leállítottuk, az 
egeret eltávolítottuk a készülékből, és a lemezt gyorsan lehűtöttük. A hőmérsékletet, 
amelynél az egerek a nocifenzív viselkedést mutatták, mint végtagelrántási küszöbérték 
jegyeztük le (paw withdrawal threshold; PWT), és °C-ban adtuk meg. Körülbelül 1 órával 
később a mérést megismételtük, és a két érték átlagából a kiindulási termális nociceptív 
küszöbértéket számoltuk ki. A második mérés után az állatokat a lent leírt drogokkal és 
módon kezeltük, majd egy és két órával később mértük a poszt-drog nociceptív 






6. ábra: A kísérleti eljárások bemutatása. Az ábra az NTG indukálta migrén egér 
modell kísérleti elrendezését mutatja. Az alap PWT értékek mérését követően az egereket 
azonnal kezeltük NTG-vel vagy az oldószerével. Az egyszeri BBG kezelés esetében az alap 
PWT értéket a BBG adását megelőzően mértük, míg 5 napos BBG kezelésnél az 5. napon 
az utolsó BBG adás előtt mértük. 
 
4.2.2 Drogok és kezelések 
Bates és mtsai226 által leírt NTG modell kissé módosított változatát alkalmaztuk. Az 
kiindulási termális nociceptív küszöbértékek mérése után az egerek intraperitoneálisan 
(i.p.) 15 mg/kg NTG (Nitro POHL®, G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG, 
Hohenlockstedt, Németország) vagy oldószer (49 mg glükóz-monohidrát/ml) injekciót 
kaptak. Az NTG dózisát irodalmi adatok és előzetes vizsgálatok alapján választottuk 
ki226. Kísérleteinkben nagyobb dózisban alkalmaztuk az NTG-t a PWT érték szignifikáns 
csökkentésére, mint amit a Bates féle cikk írt, ami megmagyarázható az NTG eltérő 
forrásával, és a fajok közti NTG érzékenység eltérésével is226,303-305. Szumatriptánt 
(Sigma-Aldrich; Budapest, Magyarország, oldva fiziológiás sóoldatban) alkalmaztunk 
kísérleteink validálására: az egerek 5 perccel az NTG i.p. beadást követően i.p. 600 µg/kg 
szumatriptán226 vagy fiziológiás sóoldat injekciót kaptak. A P2X7 receptor antagonistát, 
a Brilliant Blue G-t (BBG; Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarország) vagy annak 
oldószerét (fiziológiás sóoldat) két különböző protokoll alapján alkalmaztuk: 
 akut kezelés: a kiindulási termális nociceptív küszöbérték mérése után és az NTG 
kezelés előtt 30 perccel 50 mg/kg i.p. BBG vagy fiziológiás sóoldat injekciót 
adtunk, vagy 
 szubakut kezelés: az egereket 5 egymást követő nap kezeltük 50 mg/kg i.p. BBG 
vagy fiziológiás sóoldat injekcióval, az utolsó injekciót 30 perccel az NTG 




A dózisok kiválasztása korábbi vizsgálatokon alapult226,296,306. Minden oldat frissen lett 
elkészítve a felhasználás napján. 
 
4.2.3 TNC immunhisztokémia 
Kísérleti csoportok 5-6 egérből álltak. Két órával az i.p. NTG (15mg/kg) vagy oldószer 
injekciót követően, a mély altatásban lévő egereket 5%-os foszfát pufferes fiziológiás 
sóoldattal oldott paraformaldehid (0.5% bórax) oldattal transzkardiálisan perfundáltuk. 
Az egész agyat és a nyaki szakaszi gerincvelőt eltávolítottuk, majd 3 órán át 5%-os 
paraformaldehid oldatban tartottuk, majd 20-24 órára 30%-os szacharóz tartalmú fixáló 
oldatba helyeztük át. Ezután a vizsgálandó területekről 30 µm-es koronális 
sorozatmetszeteket készítettünk szánkás mikrotommal. Minden negyedik metszeten c-
Fos immunhisztokémiát végeztünk. A szabadon úszó metszeteket 0.3%-os hidrogén-
peroxid oldattal, majd 0.3%-os Triton X-100-at és 2%-os normál kecske szérumot 
tartalmazó PB oldatban 1 órán át szobahőmérsékleten előkezeltük, majd a metszeteket 
nyúlban termeltetett anti-fos primer antiszérumba helyeztük (1:10000, 72 óra, 4°C, sc-52, 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németország). A következőkben a metszeteket 
0.1 M foszfát pufferes fiziológiás sóoldattal (PBS, pH: 7.4) mostuk, mielőtt biotinilált, 
nyúl ellen termeltetett szekunder kecske antitestet tartalmazó oldatba helyeztük 1 órára, 
majd szintén 1 órán át ABC-t (avidin-biotin peroxidáz komplexet, Vectastain – ABC Kit 
PK-6100 Elite, Burlingame, CA, USA) tartalmazó oldatban inkubáltuk. Végül a 
metszeteket 3,3’-diamino-benzidint (DAB, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarország) 
tartalmazó nikkel-szulfát oldattal kezeltük 2 percig, felvittük zselatinos tárgylemezekre, 
majd lefedtük. A metszetekről mikrofotókat készítettünk és a fos-reaktív magokat 
számoltuk a nyaki gerincvelő mindkét oldalán és a TNC-ben ImageJ szoftver 
segítségével. Állatonként 30-30 bal és jobb féloldali metszetet (TNC) és 10-10 bal és jobb 
féloldali metszetet (nyaki gerincvelő) számoltunk és a c-Fos pozitív magok átlag értékét 






Az elmúlt évtized idegtudományi kutatásait forradalmasító technika az optogenetika, 
amelynek során algákból és baktériumokból származó fényérzékeny fehérjét kódoló gént 
nyernek ki, majd az agy bizonyos idegsejtjeibe juttatják be vírusok segítségével. A gén 
kifejeződik, és létrejönnek a fényre aktiválódó ioncsatornák, amelyek beépülnek az 
idegsejt membránjába. A genetikailag módosított idegsejtekben mesterséges akciós 
potenciálokat generálnak a fény felvillanásával, így befolyásolva az idegsejtek aktivitását 
(7. ábra). A két legelterjedtebb fényaktiválható ioncsatorna a channelrhodopsin (ChR) és 
a halohodopszin (NpHR): az előbbin pozitív (Na+, Ca2+), míg az utóbbin negatív (Cl-) 
töltésű ionok jutnak át. A kétféle csatornát más-más hullámhosszúságú fény aktiválja, így 
téve lehetővé, hogy egy sejtben párhuzamosan kifejezve tetszőlegesen be- és 
kikapcsoljuk az adott idegsejt aktivitását. Az így nyert megfigyelésekből célzottan lehet 
vizsgálni, hogy mi a szerepe egyes agyterületeknek és sejttípusoknak egy-egy idegi 
működésben. Mindezek alapján pedig célzott gyógyszereket és kezeléseket lehet 
kifejleszteni.  
Azonban itt is körültekintően kell eljárni a kapott eredmények értelmezésével. Elég arra 
gondolni, hogy a fényérzékeny receptorok expressziója önmagában is befolyásolhatja az 
idegsejtek működését, esetleg a szomszéd idegsejteken is kifejeződhetnek a 
mesterségesen bevitt fényérzékeny fehérjék. Valamint óvatosan kell eljárni a viselkedés 
vizsgálatoknál a fény bejuttatásához szükséges implantátumok agyba való 
behelyezésekor is.  
 
7. ábra: Ingerlés típusok közti eltérések. A célzott optikai gerjesztés vagy gátlás, 
lehetővé teszi az idegsejt működésének specifikus befolyásolását, míg az elektromos 




4.3.1 Kísérleti elrendezés 
A vírus beadását 50-70 nap közötti állatokon végeztük. 3 héttel a vírusbeadás után 
kezdtük a viselkedésteszteket elvégezni. A szövetperfúziós és mikrodialízis mérések 8 
héttel a vírusbeadást követően történtek. A tesztek után ellenőrzés céljából szövettani 
vizsgálatot végeztünk, ahol vizualizáltuk a robusztus ChR2 expressziót, valamint az 
optrodok helyes elhelyezkedését (8. ábra). 
 
 
8. ábra: Az optogenetikai kísérletek elrendezése. A kísérletek során egy vírus injektált 
állatot csak egyszer használtunk fel egy fajta kísérletben, nem végeztünk ugyanazon 
állaton több vizsgálatot. A különböző kísérletekben részben eltérő stimulációs 
paramétereket (pl. frekvencia) használtunk, ennek az az oka, hogy minden kísérletben azt 
a frekvenciát választottuk, mely eredményeink szempontjából a legoptimálisabb volt (pl. 
szövetperfúziós kísérletek).  
 
4.3.2 Vírus beadása és optogenetikai paraméterek 
Az AAV konstrukció beadását az egerekbe ketamin-xilazin keverékkel kiváltott mély 
anesztéziában végeztük. A megfelelő pozícionálás érdekében az állat fejét sztereotaxiás 
készülékkel rögzítettük (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). 40 nl ChR2 fehérjét 
(AAV2.5.hSyn.hChR2(H134R)eYFP.WPRE.hGH; 2.04e13 GC/ml; Addgene26973, Penn 
Vector Core, Philadelphia, PA, USA) kódoló adenoasszociált vírus (AAV) vektort 
injektáltunk az egerek MRR-jába (AP: 4,10 mm; L: 0,0 mm; DV: 4,60 mm308) MicroSyringe 




20-30 µm csúcsátmérőjű üveg kapillárisból. A vírus beadása után a kapilláris még 5 
percig a helyén maradt, hogy segítse a vírus diffúzióját és minimálisra csökkentse a 
visszafolyását. Közvetlenül az injekció beadása után a furatot lezártuk és a fejbőrt 
varratoltuk. 
A kísérletekben az optikai stimulushoz 473 nm-es DPSS lézert (IkeCool Corporation, 
Anaheim, CA, USA) használtunk. 
 
4.3.3 Vírus injektált egerek lokomotoros aktivitásának és freezing viselkedésének 
monitorozása optogenetikai ingerlés hatására 
Az AAV konstrukció beadása után két héttel az optikai szál beültetését az egerekbe 
ketamin-xilazin keverékkel kiváltott mély anesztéziában végeztük. A megfelelő 
pozícionálás érdekében az állat fejét sztereotaxiás készülékkel rögzítettük (Kopf 
Instruments, USA). Az optikai szálat a median raphe régió fölé ültettük be, a pontos 
koordinátái a következők: 10°-os dorzális szögben, AP: -4,80; L: 0,0 mm; DV: 4,062. A 
fény stimulációhoz használt optikai szálat multimódusú optikai szálból (AFS 105/125Y, 
NA: 0.22, low-OH, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) és karimás cirkónium gyűrűből 
(LMFL-172-FL-C35-OSK, Senko, Cologne, Németország) készítették. Az 
implantátumokat akrilgyantával rögzítettük. A műtétet követően 4-7 nap múlva 
kezdődtek a viselkedés kísérletek. A lézersugarakat alacsony zajszintű diódalézerrel 
generáltuk (IkeCool Corporation, Anaheim, CA, USA) majd kollimáltuk és bevezettük 
az optrodához száloptikai patch kábelek segítségével. A kísérletek előtt és után 
teljesítménymérővel mértük az optikai szál által közvetített nettó energiát és a kísérlet 
mérési adatait csak akkor vettük figyelembe, mikor a teljesítmény min. 10 mW volt 
folyamatos fénykibocsátás mellett. Az egereket folyamatosan stimuláltuk 20 Hz-en 5 
percen keresztül egy 30 × 30 × 30 cm-es plexi stimulációs arénában. Két kontroll csoport 
volt, az egyikben olyan egerek, melyek injektálva és stimulálva is voltak, de ChR2 
expressziót nem mutattak az MR-ben, a másikban pedig intakt egerek. A viselkedést 
videokamera segítségével rögzítettük. A lokomotoros aktivitást utólag a videofelvétel 
alapján a számítógép képernyőjére helyezett négyzetrácsos átlátszó műanyag lap 




fel és mértük az állatok által megtett utat, illetve a keresztezések számát (mind a 4 lábbal) 
(9. ábra).  
A freezing (dermedés) viselkedési formát egyszerűen mértük, hiszen csak a mozgás teljes 
hiányát kellett regisztrálni, a légzés kivételével. A viselkedést videokamera segítségével 
rögzítettük. A freezing viselkedést utólag a videofelvétel alapján manuálisan elemeztük, 
mert a kontraszt arányok nem voltak megfelelőek egy megbízható automatizált 
elemzéshez. A freezing viselkedés elemzésénél a következő viselkedéseket 
különböztettük meg: exploráció, freezing, resting (nyugalmi) állapot, illetve egyéb 
viselkedési állapotok, pl. grooming (tisztálkodás). A freezingtől restinget a test pozíciója 
különbözteti meg, mivel az előbbi esetében meg van feszülve a test. Illetve az 5 perces 
teszt esetén egy aránylag idegen környezetben, nem valószínű, hogy a mozdulatlanság a 
restinget jelentené, hiszen az állat célja, hogy felfedezze a környezetét, hogy nincs e 
veszély. A kísérlet során 20 Hz-es stimulust alkalmaztunk, a freezing állapotot a 
stimuláláskor (0. nap), az 1. nap és a 7. nap során elemeztük, amikor az egereket 
visszahelyeztük a stimulációs ketrecbe.  
A viselkedésvizsgálatok után az egereket perfundáltuk, és szövettani vizsgálatot 
végeztünk, ahol ellenőriztük a robusztus ChR2 expressziót és az optrodák 




9. ábra: A kísérleti eljárások bemutatása. Az ábra a viselkedésvizsgálatok elrendezését 
mutatja. Az állatok lokomotoros aktivitásának mérése egy kísérletben a freezing 
viselkedés mérésével egyidejűleg a stimuláció napján történt (0. nap), majd a freezing 
viselkedést ismételten mértük a fény stimulációt követő 1. és 7. napon. Az ábrán az OS az 




4.3.4 Túlélő agyszelet preparálása 
Miután dekapitáltuk az állatot, eltávolítottuk az agyat, majd Microm HM 650 V vibratom 
(Microm International GmbH, Walldorf, Germany) segítségével 300 µm-es koronális 
agyszeleteket vágtunk, melyek preparálása mindvégig jéghideg karbogenizált (95% O2; 
5% CO2) Krebs’ oldatban történt (összetétele mM-ban: NaCl 113, KCl 4,7, KH2PO4 1,2, 
MgSO4 1,2, CaCl2 2,5, NaHCO3 25, glükóz 11,5, aszkorbinsav 0,03, Na2EDTA 0,1, pH 
7,4). Ezt követően a szeleteket tríciált izotópot tartalmazó Krebs’ oldatban inkubáltuk 1 
órán keresztül, majd áthelyeztük a perfúziós kamrába, ahol 45 percen keresztül 
előperfúziót alkalmaztunk a felesleges radioaktivitás kimosása céljából. Ezután a 
szeleteken átfolyó oldatból mintákat vettünk szövetperfúziós technika segítségével 
(leírása a következő fejezetben található). Az inkubációs és perfúziós oldatot is karbogén 
gázkeverékkel buborékoltattuk 37 oC-on, ezzel biztosítva az oldat megfelelő O2 tartalmát 
és pH-ját.  
 
4.3.5 In vitro [3H]szerotonin és [3H]glutamát felszabadulás mérése egér median raphe 
és hippokampusz szeletekből szövetperfúziós technika segítségével 
A [3H]szerotonin és [3H]glutamát felszabadulás kísérleteket korábbi munkáinkban leírt 
módszerek szerint végeztük kis módosítással309. Az inkubációt és perfúziós mosást 
követően a szeleten átfolyó oldatból 3 (Kísérlet 1) és 1 (Kísérlet 2) perces mintákat 
gyűjtöttünk (a mintavételi periódus 100 perc volt) és meghatároztuk a minták 
radioaktivitás tartalmát. A mintagyűjtési periódus alatt 3 alkalommal ingerlést 
alkalmaztunk, illetve amelyik kísérletben erre szükség volt, ott drogokat adagoltunk a 







10. ábra: A kísérleti eljárások bemutatása. Az ábra két kísérleti elrendezést mutat. A 
Kísérlet 1-ben két elektromos ( ES1, ES2) és egy kémiai (SVER) ingerlést, a Kísérlet 2-ben 
két fény (OS1, OS2) és egy elektromos (ES) ingerlést alkalmaztunk adott időpontban.  
 
Az elektromos és fény ingerléseket Grass S88 stimulátor (Grass Medical Instruments, 
Quincy, MA, USA) segítségével végeztük. Az ingerlési paraméterek a következőek 
voltak:  elektromos - 3 V, 10-100 Hz, 5-10 msec, 10800 shock;  
optikai - 15 mW, 473 nm, 10-100 Hz, 5-10 msec, 10800 shock.  
A kísérletek végeztével a szöveteket 0,5 ml 10% triklórecetsavban homogenizáltuk, majd 
15 perc elteltével a szöveti minták 0,1 ml aliquotjainak radioaktivitását határoztuk meg. 
A vizsgálandó vegyületeket a második ingerlés előtt 15 perccel adtuk a perfúziós 
folyadékhoz, míg módosított Krebs’ oldattal történő kísérleteinkben az előperfúzió 
kezdetétől a kísérlet végéig azt alkalmaztuk.  
A minták radioaktivitását Wallac 1409 szcintillációs spektrométer (PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA) segítségével határoztuk meg. A perfúziós mintákból 0,5 ml 
aliquotokat, a szöveti mintákból 0,1 ml aliquotokat 2 ml szcintillációs koktélhoz (Packard 
Ultima Gold, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) adagoltunk, majd 2 percig mértük a 
radioaktivitást. A kísérlet végén a megmaradó szövetek tömegét megmértük, 
elhomogenizáltuk őket triklórecetsavban, és a trícium tartalmat meghatároztuk. A kísérlet 
kiértékelése során az egyes perfuzátum minták radioaktivitás-tartalmát fejeztük ki a 




trícium felvételt az össz release + szövetben maradt tartalom kiszámolásával határoztuk 
meg és Bq/g-ban fejeztünk ki. A nyugalmi transzmitter felszabadulást az ingerlést 
megelőző minta radioaktivitásával fejeztük ki, az ingerlés által indukált transzmitter 
felszabadulást (FRS, FRS1) a görbe alatti terület módszerrel, az ingerlést megelőző minta 
aktivitásának az ingerlés alatt, illetve az azt követő mintákban mért radioaktivitásaiból 
való kivonásával számoltuk ki. A vizsgált anyagok illetve kezelések hatását az ingerlés 
által kiváltott [3H]transzmitter felszabadulásra a kontroll kísérletekkel analóg válaszaival 
(amikor nem adtunk drogot) hasonlítottuk össze.  
 
4.3.6 Mikrodialízis szonda beültetése 
A mikrodialízis szonda beültetését az egerekbe 20% uretánnal kiváltott mély 
anesztéziában végeztük. A megfelelő pozícionálás érdekében az állat fejét sztereotaxiás 
készülékkel rögzítettük (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). A mikrodialízis szondát 
(EICOM CX-I Brain Probe (membrane: artificial cellulose, molecular weight (MW) cut 
off: 50 000 Da, OD: 0,22 mm, length: 2 mm, Terenure, Írország)) a median rapheba 
ültettük (pontos koordináták: 10°-os dorzális szögben, AP:-4,80; L: 0,0 mm; DV: 5,50). 
Az optikai szál (AFS 105/125Y, NA: 0.22, low-OH, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) a 
szonda vezetőkanüljén keresztül volt bevezetve és a membrán tetején ért véget. A 
mikrodialízis kísérleteket a 2 órás kiegyenlítődési idő után kezdtük meg. A kísérletet 
követően az állatokat mély anesztéziában dekapitáltuk, majd az eltávolított agyszövetből 
metszeteket készítve konfokális mikroszkóp és sztereotaxiás atlasz segítségével igazoltuk 
a mikrodialízis szonda pontos beültetését.  
 
4.3.7 Mikrodialízis kísérletek 
A kísérletek során az állatok fejét sztereotaxiás készülékben rögzítettük és a mikrodialízis 
szondán keresztül ACSF-et (összetétele mM-ban: 120 Na+, 6 K+, 2 Ca2+, 125 Mg2+, 129 
Cl-, 125 H2PO4-, 21 HCO3-, pH 7,4) perfundáltunk. Az áramlási sebesség 2 µl/perc volt. 
A perfúzió kezdetétől számított 2 óra elteltével kezdtük a 30 perces minták gyűjtését. Az 
egyes frakciókat mintatartó csövekbe gyűjtöttük, majd HPLC-vel elemeztük. Minden 
állat esetén 12 db mintafrakciót gyűjtöttünk és az első mintából állapítottuk meg az 




burst) minta gyűjtésének elejétől számítva 5 perccel később kezdtük, és 5 percig tartott 
(Kísérlet 3 eljárás, 11. ábra). Az optikai szál 10-20 mW nettó energiát szállított 
folyamatos fénykibocsátás mellett. Az utolsó minta esetében kémiai stimulációt 
alkalmaztunk, 100 mM KCl-t 5 percig. 
 
 
11. ábra: A mikrodialízis során alkalmazott kísérleti eljárás bemutatása. A Kísérlet 
3-ban két fény (OS1, OS2) és egy kémiai (K+) ingerlést alkalmaztunk adott időpontban. 
 
4.3.8 Transzmitterek meghatározása magas nyomású folyadékkromatográfiával 
(HPLC)  
A HPLC analízis során a MRR-ből származó dializátumokból meghatároztuk a 
szerotonin (5-HT), glutamát (Glu) és a GABA neurotranszmittereket, valamint a 
felszabaduló ATP-t hippokampusz szeletek szuperfúzátumából. Az extrakciós oldat 0,1 
M perklórsav (PKS) volt, amely 10 µM teofillint tartalmazott (belső standardként).  
A dialízis minták kezdeti térfogatát mértük, majd azonos térfogatú jéghideg PKS-val 
hígítottuk, és az „A” mobil fázissal 300 µl-re egészítettük ki. A mintát 3510 g-n 10 percig 
0-4 °C-on centrifugáltuk, és 240 µl-t injáktáltunk a dúsító oszlopra. A mikrodialízis 
mintának a maradékát (60 µl) desztillált vízzel hígítottuk, és a pH-t 2,7 M nátrium-
karbonáttal 10,5-re állítottuk be. A mintákat 20 µl 20 mM dansyl-kloriddal reagáltattuk 
15 percig 70 °C-on, majd a reakciót 10 µl hangyasavval leállítottuk. A Glu és GABA 
tartalmak meghatározásához 350 µl reakcióelegyet injektáltunk a dúsító oszlopra. 
Az in vitro szövetperfúziós szeletek szuperfúzátumának kiindulási térfogatát mértük, 
majd 50 µl jéghideg PKS oldatot adtunk a mintákhoz, amelyeket centrifugáltunk a fent 




A 5-HT és az ATP szintjét online oszlopkapcsolásos elválasztással határoztuk meg a 
Discovery HS C18 50×2 mm-es és 150×2 mm-es oszlopok alkalmazásával. A mobil 
fázisok áramlási sebessége („A” 10 mM kálium-foszfát, „B” 0,25 mM EDTA 0,45 mM 
oktánszulfonil-sav nátriumsóval, 8 % acetonitril (v/v), 2% metanol (v/v), pH 5,2) 350 
vagy 450 µl/perc volt a lépés gradiens alkalmazásával. A puffer (10 mM kálium-foszfát, 
pH 5,2) dúsítás és sztripellés áramlási sebessége 300 µl/perc a 4 perc alatt mikrodialízis 
mintáknál és 8 perc alatt szuperfúzált mintáknál. Az alkalmazott HPLC rendszer egy 
Shimadzu LC-20 AD analitikai és mérőrendszer volt, Agilent 1100 sorozatú változó 
hullámhossz-detektorral 253 nm-en, és egy elektrokémiai amperometrikus BAS 100 
detektorral, a Bioanalytical System 730 mV potenciálra állítva.  
A dansilezett aminosvak (Glu és GABA) szintjét a fenti oszloprendszer választotta el. A 
mobil fázisok áramlási sebessége („A” 10 mM ammónium-foszfát, 16,8% acetonitril 
(v/v), 4,8% metanol (v/v), B” 10 mM ammónium-foszfát, 70% acetonitril (v/v), 20% 
metanol (v/v), pH 3,0) lineáris gradiens módban 400 µl/perc volt. A puffer (10 mM 
ammónium-foszfát, 1,9% acetonitril (v/v), 1,1% metanol (v/v)) dúsítás és sztrippelés 
áramlási sebessége 300 µl/perc volt a 4 perc alatt, és a teljes futtatási idő 55 perc volt. Az 
alkalmazott analitikai rendszer a fent említett Shimadzu LC-20 rendszer, a Gilson Model 
121 Fluorimeter 340 nm-es gerjesztési és 450 nm-es emissziós hullámhosszra volt 
beállítva.  
Az 5-HT, Glu és GABA in vitro extrahálási hatékonyságát 21,1 ± 4,8%, 17,1 ± 2,8% és 
21,9 ± 3,4%-re becsültük. Az 5-HT, Glu, GABA koncentrációját abszolút mennyiségben 
(nmol/ml vagy pmol/ml) vagy az alapkoncentráció százalékában (átlag ± SEM) fejeztük 
ki. 
 
4.3.9 Szövettani ellenőrzés 
A viselkedési és mikrodialízis kísérletek után mély altatásban lévő egereket először 0,1 
M foszfát pufferes fiziológiás sóoldattal (PBS, pH: 7,4) 1 percig, majd 4%-os foszfát 
pufferes fiziológiás sóoldattal oldott paraformaldehid (Sigma-Aldrich, Budapest, 
Magyarország) oldattal 10 percig (PFA, pH: 7,4) transzkardiálisan perfundáltuk. Az 
agyakat kivettük és 24 órás +4oC-on történő utófixálás után krioprotekció céljából 20 %-




sorozatmetszeteket készítettünk fagyasztó mikrotommal. Ezután minden harmadik 
metszeten a nem specifikus antitest kötődés blokkolására és az antitestek penetrációjának 
elősegítésére 30 perces 0.5 % TritonX-100-at (Calbiochem, Merck, Darmstadt, 
Németország) és 30 perces 2 % BSA-t (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarország) 
tartalmazó PBS oldatos inkubációt alkalmaztunk. Majd a metszeteket 2 napig +4oC-on a 
primer antitestben (Rabbit-anti-Serotonin, 1:10000, CatNo: 20080; ImmunoStar Inc., 
Hudson, WI, Chicken anti-GFP, 1:2000, CatNo: A10262, Life Technologies, Waltham, 
MA, USA) inkubáltuk, melyet PBS oldattal higítottunk. Ezt követte a PBS-ben hígított 
szekunder antitestben (Cy3-conjugated Donkey-anti-Rabbit, 1:500, CodeNo: 711-165-
152, Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK; Alexa488-conjugated Goat-anti-
Chicken, 1:1000, CatNo: A11039, Life Technologies, Waltham, MA, USA) való 1 
éjszakán át történő inkubálás. Többszöri PBS-es mosást követően a szeleteket 
tárgylemezre húztuk, majd szárítás után 10 µg/ml bisbenzimidet (Hoechst 33258, Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarország) tartalmazó Mowiol-lal (Calbiochem, Merck, 
Darmstadt, Németország) lefedtük.  
A transzmitter felszabadulás kísérletek után a szeleteket 4%-os foszfát pufferes 
fiziológiás sóoldattal oldott paraformaldehid fixáltuk és további feldolgozás nélkül 
tárgylemezre húztuk a vírus konstrukció fluoreszcens jelének kimutatására. 
A metszeteket Nikon C2 konfokális mikroszkóppal értékeltük ki. Az optikai szál, a 
mikrodialízis szonda és a vírusfertőzés helyét sztereotaxiás atlasz segítségével határoztuk 
meg308. 
 
4.4 Statisztikai analízis 
Minden adatot átlag ± standard hiba (SEM) formájában tüntettünk fel. Több adathalmaz 
összehasonlítására ANOVA tesztet használtunk, amit egy post hoc teszt követett a 
páronkénti különbségek vizsgálatára.  
A migrén modell során használt statisztikai analízisek a következők:  
A viselkedés kísérletekben a P2X7 WT és KO egerek termális hiperszenzitivitását 
kétszempontos ismételt méréses ANOVA-val, „genotípus”, „kezelés” és „idő” 




A c-Fos pozitív magok számát a nyaki gerincvelőben és TNC-ben multifaktoriális 
varianciaanalízissel hasonlítottuk össze és azt követően Wilks Lambda tesztet 
alkalmaztunk „genotípus” és „kezelés” változókkal. Fischer LSD tesztet használtunk post 
hoc összehasonlításra. A páronkénti összehasonlításhoz Student-t tesztet használtunk. 
Csoportonként 5-6 állatot használtunk. 
Az optogenetikai kísérletek során használt statisztikai analízisek a következők: 
A viselkedés kísérletekben a lokomóciót kétszempontos ismételt méréses ANOVA-val 
„kezelés” és „idő” változókkal elemeztük. Az adatokat négyzetgyök transzformáltuk, 
hogy megfeleljenek az ANOVA követelményeknek. Szignifikancia esetén post hoc 
Duncan tesztet alkalmaztunk a csoportok páros összehasonlítására. Csoportonként 6-9 
állatot használtunk. 
A [3H] transzmitter felszabadulás kísérletekben az adatok elemzésére egyszempontos 
ANOVA-t „kezelés” faktorral végeztünk. A különböző drogok hatásának vizsgálatakor 
post hoc Dunnett tesztet alkalmaztunk. A páronkénti összehasonlításhoz Student t-tesztet 
használtunk. A 4. táblázatban szereplő adatok elemzéséhez egyszempontos ANOVA-t és 
azt követő Tukey’s post hoc tesztet alkalmaztunk. Csoportonként 4-8 állatot használtunk. 
A HPLC adatok elemzésére kétszempontos faktoriális ANOVA-t „kezelés” és 
„stimuláció” faktorokkal végeztünk. Szignifikancia esetén post hoc Dunnett/Fischer LSD 
teszteket alkalmaztunk a csoportok összehasonlítására. Csoportonként 5 állatot 
használtunk. 
A számítások elvégzésére Statistica 13.1 (Dell Software, Round Rock, TX, USA) 






5.1 A P2X7 receptorok genetikai deléciójának és farmakológiai 
antagonizmusának hatása migrén állat modellben 
 
5.1.1 A P2X7 receptor genetikai deléciójának hatása az NTG indukált termális 
hiperszenzitivitásra 
A vad típusú (P2X7 +/+) egerek kiindulási nociceptív küszöb értéke 45,95 ± 0,14 °C volt 
(n=68). Az NTG kezelés szignifikánsan és időfüggő módon csökkentette a 
végtagelrántási küszöbértéket (PWT, paw withdrawal threshold), szemben az oldószerrel 
kezelt állatok PWT értékeihez képest (1 óránál: 100,70 ± 1,25%, n=12 és 93,56 ± 0,95%, 
n=13; 2 óránál: 100,92 ± 1,13%, n=12; és 95,06 ± 1,13%, n=13, oldószerrel és NTG-
kezelt egerekben, ***p<0,0001, 12. ábra). A P2X7 KO (P2X7 -/-) egerekben a kiindulási 
PWT értékek nem különböztek jelentősen a vad típusú egerekétől (45,47 ± 0,23 °C, n=20, 
p=0,1015, Student t-teszt). Hasonlóképpen, az NTG-indukált PWT csökkenés sem 
különbözött szignifikánsan a vad és KO egerekben (ANOVA genotípus × kezelés hatása 






12. ábra: Az NTG kezelés termális hiperszenzitivitást okoz vad és P2X7 KO 
egerekben. I.p. NTG kezelést követően a nociceptív küszöbérték változásait, mint PWT, 
az alapérték százalékában kifejezve mutatjuk be. A PWT szignifikánsan csökkent az NTG 
kezelt állatokban, szemben az oldószerrel kezeltekhez képest (ANOVA, effect of treatment, 
F1,41=37,34, p<0,0001). Az NTG-indukált PWT csökkenés nem különbözött jelentősen a 
vad típusú és KO egerekben. A statisztikai analízis során kétszempontos ismételt méréses 
varianciaanalízist (ANOVA) és azt követő Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001. Az alap PWT értékek mérése után azonnal kezeltük az állatokat 
NTG-vel. 
 
A modell validálásához, migrén ellenes szerként, szumatriptán szukcinátot (600 μg/kg 
i.p.) használtunk, mivel ismert, hogy gátolja az NTG által kiváltott termális 
hiperszenzitivítást egerekben226. A vad típusú egerekben, az NTG adás után 5 perccel 
szumatriptánnal kezelt egerekben a PWT érték magasabb volt, mint azokban az 
állatokban, akik azonos térfogatú, fiziológiás sóoldatot kaptak (1 óránál: 98,74 ± 1,66%, 
n=10, 93,43 ± 1,80%, n=10, p=0,0375 NTG + szumatriptán és NTG + sóoldattal kezelt 






13. ábra: A szumatriptán és a P2X7 antagonista BBG kezelés hatása a NTG indukált 
termális hiperszenzitivitásra egerekben. A vad típusú egereket 600 μg/kg 
szumatriptánnal vagy 50 mg/kg BBG-vel i.p., vagy azonos mennyiségű fiziológiás 
sóoldattal kezeltünk NTG adás után 5 perccel. Szignifikáns különbség volt a sóoldattal és 
szumatriptánnal kezelt egerek PWT értékei között. A statisztikai analízis során 
egyszempontos ismételt méréses varianciaanalízist (ANOVA) és azt követő Fischer post 
hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0,05. Az alap PWT értékek mérése után azonnal kezeltük az 
állatokat NTG-vel. 
 
5.1.2 A P2X7 receptor antagonista megakadályozza az NTG-indukált termális 
hiperszenzitivitást 
A következő kísérletekben a P2X7 receptor közvetítő szerepét vizsgáltuk az NTG által 
kiváltott termális hiperszenzitivitásban. A kísérletsorozatban egy specifikus P2X7 
antagonista, BBG szisztémás adásának hatását vizsgáltuk, hogy képes-e enyhíteni az 
NTG-indukálta termális allodyniát egerekben. Az NTG injekció után 5 perccel beadva a 
BBG (50 mg/kg) nem volt hatással a termális hiperszenzitivitásra vad típusú egerekben 
(13. ábra). Azonban, amikor a BBG-t profilaktikus szerként alkalmaztuk, és 30 perccel 
az NTG beadása előtt adtuk, már hatékony volt egyszeri alkalmazása is (14. ábra), és 




ábra). Ezzel szemben az azonos BBG kezelések nem voltak hatásosak az NTG-kezelt 
P2X7 KO egerekben (ANOVA genotípus × kezelés hatása F1,45=6,36, p=0,0153, 15. 
ábra). Az 5 napos BBG kezelés nem változtatta meg egyik genotípus kiindulási termális 
hiperszenzitivitását sem (P2X7 +/+: 44,38 ± 0,27 °C, n=16, p=0,9929, P2X7 -/-: 44,86 ± 
0,39 °C, n=17 p=0,167 vs. kiindulási PWT, Student t-teszt).  
 
 
14. ábra: Akut profilaktikus BBG kezelés enyhíti az NTG kezelés által kiváltott 
termális hiperszenzitivitást vad típusú egerekben. Az egereket 50 mg/kg BBG-vel i.p. 
vagy azonos térfogatú sóoldattal kezeltük 30 perccel NTG adás előtt. A statisztikai 
analízis során egyszempontos ismételt méréses varianciaanalízist (ANOVA) és azt követő 
Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, n=11-12 egér/csoport, **p<0,01. Az alap PWT 






15. ábra: A szubakut BBG kezelés kivédte az NTG által kiváltott termális 
hiperszenzitivitást vad típusú, de nem P2X7 KO egerekben. Az egereket 5 egymást 
követő napon 50 mg/kg BBG-vel vagy azonos térfogatú sóoldattal i.p., és az 5. napon 
NTG adást megelőzően 30 perccel kezeltük, majd alávetettük az állatokat az emelkedő 
hőmérsékletű hot plate tesztnek. A statisztikai analízis során kétszempontos ismételt 
méréses varianciaanalízist (ANOVA) és azt követő Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, 
n=9-16 egér/csoport, **p<0,01. Az 5. napon az alap PWT értékek mérése után azonnal 






5.1.3 Az NTG indukálta c-Fos expresszió a trigeminus magban és a gerincvelőben 
A migrénben érintett nociceptív rostok aktiválódásának egyik jeleként megváltozik a c-
Fos-immun-reaktív magok számának átlaga a felső nyaki gerincvelő dorzális szarvában 
(C1-2) és a trigeminus magban (TNC) 2 órával a 15 mg/kg NTG i.p. injekció adását 
követően. A korábbi eredményekhez hasonlóan226,304 az NTG mindkét régióban növelte 
a c-Fos expresszióját az oldószerrel kezelt állatokhoz képest (16. ábra). A P2X7 KO 
egerekben az NTG kezelés hasonlóan a vad típusú egerekben, emelkedést okozott a c-Fos 
expressziójában TNC-ben, míg a gerincvelőben ez a c-Fos expresszió növekedése kissé 
alacsonyabb volt (16A. ábra). A C1-2 és TNC régiókban szignifikáns hatása volt az NTG 
i.p. kezelésnek, genotípus × NTG kezelés interakciós hatás nélkül (C1-2: F1,19=13,92, 
p=0,0014, TNC: F1,19=48,14, p<0,0001). A csoportok összehasonlítására Kruskal-Wallis 
nemparaméteres tesztet használtunk. A teszt megmutatta, hogy az NTG kezelés 
jelentősen növelte a c-Fos expresszióját a C1-2 régióban (WT: p=0,0374; KO: p=0,0679) 
és a TNC-ben (WT: p=0,0039; KO: p=0,0062) a vad típusú és P2X7 KO egerekben. 
Továbbá, a Fischer post hoc teszttel végzet utólagos vizsgálat azt mutatta, hogy az NTG 
kezelés szignifikánsan növelte a c-Fos szintjét a C1-2 régióban vad típusú és P2X7 KO 
egerekben (16A, B, C, D, E. ábra).  
A P2X7 antagonistával, BBG-vel (50 mg/kg) végzett 5 napos kezelés a c-Fos expresszió 
szignifikáns csökkenését eredményezte NTG kezelés után a TNC-ben vad típusú 
egerekben, összehasonlítva a fiziológiás sóoldattal kezelt egerek eredményeivel 
(BBG+NTG: 106,63 ± 3,99, n=8, SAL+NTG: 132,68 ± 3,94, n=6, p=0,0022, Student t-






16. ábra: NTG kezelés által kiváltott c-Fos expresszió vad típusú és P2X7 KO 
egerekben. A A c-Fos immunreaktív magok számának meghatározása a gerincvelőben 
(C1-2) és a TNC-ben két órával a 15 mg/kg i.p. NTG vagy oldószer adását követően 
történt. A felső nyaki gerincvelőből 10 metszet mindkét féltekét, az agytörzsből, mely 
tartalmazta mindkét oldalán a TNC-t 30 metszet számoltunk meg (n=5-6 állat/csoport), 
Kruskal-Wallis nemparametrikus ANOVA és azt követő Fischer post hoc tesztet 
alkalmaztuk, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). F A szubakut 50 mg/kg i.p. BBG kezelés 
csökkentette a c-Fos immunreaktív magok számát a TNC-ben, de nem a gerincvelői C1-
2 régióban vad típusú egerekben (n=5-6 állat/csoport, Student t-test, **p<0,01). 
B,C,D,E,G,H Reprezentatív példák a c-Fos immunreaktivitásra a TNC-ben 2 órával NTG 

































































szubakut BBG (50 mg/kg i.p.) vagy fiziológiás sóoldat és NTG kezelés után a vad típusú 






5.2 A P2X7 receptorok részvétele a hippokampális 5-HT felszabadulás 
szabályozásában a median raphe terminálisainak optogenetikai stimulálását 
követően 
 
5.2.1 A ChR2-EYFP expressziója MRR és HP egér neuronokban  
Optogenetikai eljárást alkalmaztunk, hogy szelektíven stimuláljuk a neurotranszmitter 
felszabadulást az MR neuronokból és az axon terminálisaikból in vitro és in vivo (17A. 
ábra). A vírus konstruktum kifejeződésének vizualizálásához először megvizsgáltuk a 
ChR2-EYFP-t expresszáló sejtek eloszlását az MRR-ben (17B, C. ábra) és a HP-ban 
(17D. ábra) 8 héttel a rAAV injekció beadását követően. A koronális metszetek 
konfokális képei a ChR2-EYFP robusztus expresszióját mutatták az MRR 5-HT pozitív 
és negatív sejtjeiben, a rAAV injektálása után, míg a DR-ben nemfejeződtek ki (17. ábra). 
A hippokampusz régióban a stratum radiatum és a stratum lacunosum moleculare rétegek 









17. ábra: Koronális metszetek a pontine area-ról és a dorzális hippokampuszról 8 
héttel a rAAV injektálás után egerekben. A Az egerek MR régióját vírusvektorral 
injektáltuk. B Az MR régióban (-4,60 mm-re a Bregma-tól) jól látszanak az EYFP fehérje 
marker (zöld) és az 5-HT-t tartalmazó sejtek (piros) konfokális mikroszkópiával. A 
sejtmagokat (kék) Hoechst 33258-vel festettük. C Az 5-HT (piros) számos EYFP-jelzett 
neuronban (zöld) kifejeződik a középvonal mentén az injektált egérben. Alul, a szaggatott 
vonallal jelzett terület nagyítása látszik. D Az MR-ből származó EYFP-t tartalmazó 
neuronális nyúlványok (zöld) a CA1 régióban a stratum radiatum területén -1,82 mm-re 
a Bregma-tól. A megfelelő régiók és jellegzetes magok rövidítései az adott területen 
Paxinos Egéragy Atlaszból származnak308. Lmol: stratum lacunosum moleculare, MnR: 
median raphe, Or: Oriens layer, PMnR: paramedian raphe, Py: piramidális sejtréteg, 
Rad: stratum radiatum, RtTg: n. tegmentalis reticularis, VLTg: n. ventrolateralis 
tegmentalis, xscp: decussatio pedunculi superior cerebellaris. Az immunfestés Demeter 
Kornél munkáját dicséri. 
 
5.2.2 Az MRR ChR2-t expresszáló neuronjainak optikai stimulálása a lokomotoros 
aktivitás és a freezing viselkedésforma változásait okozza  
Ezután megvizsgáltuk az MRR optogenetikai aktiválódásának (20 Hz, 5 min, 473 nm) 
viselkedési relevanciáját, in vivo (18A. ábra), a lokomotoros aktivitásra és a freezing 
viselkedésre egerekben (18. ábra). Megállapítottuk, hogy az egerek mozgását a fény 
stimuláció befolyásolta (**p<0,01). A post hoc analízis kimutatta, hogy a fény ingerlés 
ChR2-t nem expresszáló kontroll egerekben (n=9) csökkentette a lokomóciót, 
összehasonlítva az injektált fényt nem kapó kontrollokkal (*p<0,05, n=14), ami lehetséges 
hőhatásra utal310. Azonban, a ChR2-t expresszáló egerek MR régiójának optogenetikai 
stimulációja mindkét (nem stimulált és ChR2-t nem expresszáló) kontroll csoporthoz 
képest fokozott lokomóciót eredményezett (*p=0,0200, illetve #p=0,0220, 18B. ábra).  
Ami a dermedési viselkedést (freezing) illeti, a 20 Hz-es stimulációnak sem a stimuláció 
napján (0. nap), sem a következő napon (1. nap) nem volt hatása, ugyanakkor a 7. napon 
fokozott freezing viselkedésforma volt megfigyelhető (stimuláció: *p<0,05, idő: 




optogenetikai aktiválása hosszú távon is megváltoztatta az állatok viselkedését ennek a 
viselkedési paraméternek a tekintetében.  
 
18. ábra: Az MRR optogenetikai stimulálása viselkedés vizsgálatokban. A 
Reprezentatív képek, amelyek a ChR2 eloszlását mutatják egér MR-ben, ahol nincs jelen 
ChR2 expresszió (a), vagy ahol robosztus ChR2 expresszió van (b), és az optrod csúcsok 
helyzete stimulált egerekben (c). B Lokomóció, a vonal átlépésekből a kísérlet teljes 
időtartamára számítva. C Freezing viselkedésforma a kísérlet időtartamának %-ában 
kifejezve a stimuláció napján (0. nap), és első és hetedik napon. Aq: aqueduct (optrod), 
ATg: n. tegmentalis anterior, DR: dorsalis raphe, MRR: median raphe régió, Of: optic 
fiber (optikai szál), PAG: periaqueductalis szürkeállomány, xscp: decussatio pedunculi 
superior cerebellaris. A statisztikai analízis során egy- és kétszempontos ismételt méréses 
varianciaanalízist (ANOVA) és azt követő Newman-Kleuls post hoc tesztet végeztünk, 
*p<0,05 és **p<0,01 szignifikáns eltérést jelöli az injektált, nem stimulált kontrolltól, 
#p<0,05 és ##p<0,01 szignifikáns eltérést mutatja az injektált, stimulált, ChR2-t nem 





5.2.3 A MRR elektromos és optikai stimulációja [3H]5-HT felszabadulást eredményez  
A következő kísérletekben megvizsgáltuk, hogy egy hasonló optikai stimuláció 
eredményez-e detektálható neurotranszmitter felszabadulást in vitro, és ez 
összehasonlítható-e az elektromos és kémiai depolarizáció hatásaival. Az ezekben a 
kísérletekben alkalmazott protokoll a 10. ábrán látható. Az optikai szál helye és a 
stimuláló elektródok helyzete a 19A. ábrán látható, az elektromos, optikai és kémiai 
depolarizáció által indukált [3H]5-HT felszabadulás időbeli lefolyása egér MRR 
szeletekből a 19B, C. ábrán látható. 
 
 
19. ábra: Az elektromos és optikai ingerlés [3H]5-HT felszabadulást eredményezett 
MRR szeletekből. A [3H]neurotranszmitter felszabadulást szuperfuzált MRR-t 
tartalmazó koronális szeletekből mértük, melyhez különböző stimulációkat alkalmaztunk. 
Optikai stimulálás során vírus injektált egereket használtunk. A A sematikus ábra az 
optikai szál és bipoláris elektródok helyzetét mutatja. B, C Reprezentatív grafikonok, 
melyeken az elektromos (20 Hz, B) és optikai (50 Hz, C) stimulációra adott [3H]5-HT 
felszabadulás időbeli lefolyása látható. ES: elektromos, SVER: kémiai (20µM veratridin), 
OS: fény ingerlés. A perfúziós minták tríciumtartalmát frakcionális transzmitter 
felszabadulás %-ában fejeztük ki (FR%) az idő függvényében. A görbe az azonos 






A Kísérlet 1-ben (protokoll a 10. ábrán) két azonos paraméterrel rendelkező elektromos 
stimulust (ES1-2) követett egy 3 perces perfúzió a Na+ csatorna aktiváló veratridinnel (20 
µM, SVER, 19B. ábra). Az első elektromos stimuláció (3V, 5ms, 20 Hz, 10800 impulzus) 
a [3H]5-HT felszabadulás átmeneti emelkedését eredményezte (FRS1: 6,16 ± 1,22 FR%). 
A második, azonos stimuláció is hasonló, de kisebb növekedést mutatott a [3H]5-HT 
felszabadulásban 0,49 ± 0,06 FRS2/FRS1 arányt eredményezve. A veratridinnel történő 
kémiai depolarizáció a kísérlet végén erőteljes [3H]5-HT felszabadulást okozott (FRSVER: 
50,5 ± 1,72 FR%), jelezve, hogy a szelet [3H]5-HT tartalma nem merült ki az előző 
stimulusok következtében. 
8 héttel a vírusbeadás után a Kísérlet 2-ben (protokoll a 10. ábrán) két azonos paraméterű 
optikai stimulációt (OS1-2: 50Hz, 473 nm, 10800 impulzus), majd a kísérlet végén egy 
hasonló elektromos stimulációt (ES: 50Hz, 3V, 10800 impulzus) alkalmaztunk (19C. 
ábra), hogy megvizsgáljuk, hogyan reagálnak a ChR2-EYFP konstrukciót kifejező MRR 
szeletek. Az optikai stimuláció reprodukálható [3H]5-HT felszabadulást (FRS1: 4,68 ± 
0,54 FR%, FRS2/FRS1: 1,101 ± 0,29) eredményezett, amelyek lényegesen kisebbek 
voltak, mint az azonos frekvenciájú és impulzus időtartamú elektromos stimuláció által 
kiváltott trícium kibocsátás (19B és C. ábra). A kontroll – naiv; és műtött, de ChR2-EYFP 
konstrukciót nem kapott – egerekben az optikai stimuláció nem eredményezett 







20. ábra: Az optikai stimuláció nem eredményezett növekedést a trícium 
felszabadulásban a MRR-ből kontroll, naiv egereknél. A Kísérlet 2 protokollt 
használtuk. Az optikai és elektromos stimulációt 50 Hz-en végeztük. A perfúziós minták 
(A) tríciumtartalmát frakcionális transzmitter felszabadulás %-ában fejeztük ki (FR%) az 
idő függvényében. A görbe az azonos kísérletek átlag ± SEM értékeit mutatja, n=4 egér. 
B A grafikonon az elektromos ingerléssel kiváltott [3H]5-HT felszabadulást hasonlítottuk 
össze a kontroll, naiv egerek és az injektált, stimulált egerek esetében (lásd, 19C. ábra). 
A két csoport között nem volt szignifikáns különbség. Az eredményeket az elektromos 
stimulus (FRS3, %) által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki, és 





További kísérletekben, megvizsgáltuk a különböző frekvenciájú (10, 20, 50, 100 Hz) 
elektromos ingerlések hatását a [3H]5-HT felszabadulásra MRR-ból (21A. ábra) úgy, 
hogy a feszültséget és az impulzusszélességet nem változtattuk. A trícium felszabadulás 
frekvenciafüggő volt. Megállapítottuk, hogy az optikai stimuláció szintén minden 
frekvencián [3H]5-HT felszabadulást okozott, azonban a trícium kiáramlás csak 10-50 Hz 
között volt frekvenciafüggő (21B. ábra).  
 
 
21. ábra: Az elektromos (A) és optikai (B) ingerlés részben frekvenciafüggő [3H]5-
HT felszabadulását eredményezi MRR szeletekből. Különböző frekvenciákat (10, 20, 
50, 100 Hz) használtunk, változatlan ingerlési paraméterekkel. Az eredményeket az első 
elektromos vagy optikai stimulus (FRS1, %) által kiváltott nettó trícium felszabadulás 





A következő kísérletekben, megvizsgáltuk a feszültségfüggő, Na+ csatornablokkoló, TTX 
(1 µM); az NMDA és nem-NMDA receptor gátló AP-5 (50 µM) és CNQX (10 µM) 
együttes adásának, és a kalcium mentes Krebs’ oldatnak a hatását az elektromos és optikai 
ingerlésre MRR-t tartalmazó szeletekben. Az elektromos stimulációra felszabaduló 
[3H]5-HT kalcium függő (***p=0,00022), és érzékeny volt a TTX gátlásra is 
(***p=0,00003). A AP-5 (50 µM) és CNQX (10 µM) együttes adása szintén gátolta a 
trícium kiáramlást (**p=0,00131, 22A. ábra). Az 50 Hz-es optikai stimuláció által 
kiváltott trícium kiáramlást szinte teljesen gátolta az 1 µM TTX (FRS1: 0,85 ± 0,42 FR%, 
***p=0,00063, 22B. ábra). Ezek az adatok azt mutatják, hogy az optikai stimulációra 
felszabaduló [3H]5-HT a nátriumcsatorna aktivitás következménye az MR régióban. 
Hasonlóképpen a kalciummentes körülmények (FRS1: 0,57 ± 0,10 FR%, ***p=0,00063), 
és a AP-5 és CNQX együttes adása csökkentette a fény ingerlés által kiváltott [3H]5-HT 
felszabadulást (FRS1: 0,48 ± 0,07 FR%, ***p=0,00033, 22B. ábra). Ezek a megfigyelések 
azt mutatják, hogy a ChR2-t expresszáló neuronokból származó trícium kiáramlás 
részben az endogén Glu receptor aktiváció által közvetítődik az MRR-ben.  
 
22. ábra: A TTX, CNQX-AP-5 és Ca2+-mentes körülmények hatása az elektromos 
(20 Hz, A) és optikai (50 Hz, B) stimuláció által kiváltott [3H]5-HT felszabadulásra 
az MRR-ből. A Ca2+-mentes Krebs’ oldatot a mintagyűjtés megkezdése előtt 60 perccel, 
míg a TTX-et és CNQX-AP-5-öt tartalmazó Krebs’ oldatot 15 perccel az első gyűjtött 
minta előtt perfundáltattuk. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS1, 
%) által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki, n=4 egér/csoport, 
és egyszempontos ANOVA analízist alkalmaztunk, és azt követő Dunnett post hoc tesztet, 





Az endogén Glu receptor aktiváció szerepének feltárása érdekében az MRR szeleteket 
feltöltöttük [3H]Glu-tal és megvizsgáltuk, hogy azonos paraméterekkel (50 Hz, 473 nm, 
10 ms, 10800 impulzus) végzett fény stimuláció indukál-e trícium kiáramlást. Az optikai 
ingerlés reprodukálható [3H]Glu felszabadulást eredményezett (FRS1: 1,91 ± 0,33 FR%), 
ami összehasonlítható, de kisebb, mint az elektromos stimuláció hatása (p=0,3270; lásd 
23A, B. ábra és 4. táblázat). 
 
 
23. ábra: 50 Hz-es elektromos (A) és optikai (B) stimuláció [3H]Glu felszabadulást 
eredményez a MRR-ból. A perfúziós minták tríciumtartalmát frakcionális transzmitter 
felszabadulás %-ában fejeztük ki (FR%) az idő függvényében. A görbe az azonos 






4. táblázat: A [3H]5-HT és [3H]Glu felvételének és felszabadulásának 
összehasonlítása egerek median raphe és hippokampusz régiójában. 
Kísérlet 1 













5-HT MR (n=4) 5.814±2.217*** 0.86±0.04 0.288±0.153 1.155±0.459 WT 
Glu MR (n=3) 58.532±13.238 0.96±0.01 1.059±0.692 1.579±0.593 WT 
5-HT HP (n=4) 1.373±0.182$$$ 0.99±0.09 0.045±0.002 0.135±0.019 WT 
Kísérlet 2 













5-HT MR (n=5) 16.670±2.888*** 1.83±0.08### 0.634±0.083 1.242±0.299* WT 
Glu MR (n=8) 51.425±6.237 2.43±0.18 0.622±0.105 2.583±0.334 WT 
5-HT HP (n=5) 11.761±1.939$$$ 4.38±0.33$$$ 0.247±0.085$ 0.526±0.096$$$ WT 
5-HT HP (n=5) 13.617±2.014$$$ 4.58±0.28$$$ 0.172±0.039#,$ 0.264±0.077$$$ KO 
A mintagyűjtési periódus kezdetét követő 10 és 40 percben két azonos paraméterű 
elektromos (50 Hz, Kísérlet 1) vagy optikai (50 Hz, Kísérlet 2) stimulust alkalmaztunk a 
neurotranszmitter felszabadulás emelkedésének kiváltására, majd ezt követően a 70. 
percben egy 3 perces veratridin perfúziót (20 µM, SVER, Kísérlet 1) vagy egy 50 Hz-es 
elektromos stimulációt (Kísérlet 2) adtunk. A táblázat az azonos kísérletek átlag ± SEM 
értékeit mutatja, a kísérletek száma a zárójelben van megadva. 5-HT MR vs Glu MR 
*p<0,05, ***p<0,001; 5-HT MR vs 5-HT HP #p<0,05, ##p<0,01; 5-HT HP vs Glu MR 






5.2.4 A HP elektromos és optikai stimulációja [3H]5-HT felszabadulást eredményez 
Az MR régió stimulációja után megnéztük, hogy hasonló optikai stimuláció eredményez-
e detektálható neurotranszmitter felszabadulást in vitro, és összehasonlítható-e az 
elektromos és kémiai depolarizáció hatásaival az MR-ből származó EYFP-t tartalmazó 
neuronális hippokampális végződéseiből. A 24A. ábrán az optikai és az elektromos 
stimuláció sematikus ábrája, az 24B, C. grafikonokon az elektromos, optikai és kémiai 
stimuláció által kiváltott [3H]5-HT felszabadulás időbeli lefolyása látható.  
 
 
24. ábra: Az elektromos és optikai ingerlés [3H]5-HT felszabadulását eredményezi 
HP szeletekből. A [3H]neurotranszmitter felszabadulást vírus injektált egerekből 
származó szuperfuzált koronális HP szeletekből mértük, melyhez különböző stimulációkat 
alkalmaztunk. A sematikus ábra ez optikai szál és bipoláris elektródok helyzetét mutatja 
(A). Reprezentatív grafikonok (B, C), melyeken az elektromos (20 Hz, B) és optikai (50 
Hz, C) stimulációra adott [3H]5-HT felszabadulás időbeli lefolyása látható. ES: 
elektromos, SVER: kémiai (20µM veratridin), OS: fény ingerlés. A perfúziós minták 
tríciumtartalmát frakcionális transzmitter felszabadulás %-ban fejeztük ki (FR%) az idő 
függvényében. A görbe az azonos kísérletek átlag ± SEM értékeit mutatja, n=4-5 egér. A 
nyilak jelzik a különböző típusú ingerlések idejét. 
 
A Kísérlet 1-ben (10. ábra) két azonos paraméterrel rendelkező elektromos stimulust 
(ES1-2) követett egy 3 perces perfúzió - Na+ csatorna aktiváló - veratridinnel (20 µM, 
SVER). Az elektromos ingerlés (20 Hz, 3 V, 5 ms, 10800 impulzus) átmeneti 




FRS2/FRS1: 0,74 ± 0,18), 24B. ábra. A kísérlet végén alkalmazott veratridin a tényleges 
tríciumtartalom 17,78 ± 1,69 FR%-át szabadította fel (n=4 egér).  
Az optikai stimulusok által kiváltott [3H]5-HT felszabadulás a HP szeletekben hasonló 
volt, az MRR-ben megfigyelt [3H]5-HT felszabaduláshoz (Kísérlet 2 protokoll, 10. ábra). 
Az egymást követő fény (50 Hz, 473 nm, 10 ms) stimulációkra történő [3H]5-HT 
felszabadulás kisebb volt, mint MRR szeletekben, de még mindig jól detektálható (FRS1: 
2,78 ± 0,45 FR%, FRS2/FRS1: 0,99 ± 0,08), és összehasonlítható, de szintén kisebb volt, 
mint az elektromos stimulációra felszabaduló trícium kiáramlás a HP szeletekben (24C. 
ábra).  
Amikor az elektromosan kiváltott [3H]5-HT felszabadulást vizsgáltuk HP szeletekből, 
nem derült ki egyértelmű frekvenciafüggés, és a legmagasabb trícium felszabadulás 
emelkedést 20 Hz-en figyeltük meg (25A. ábra). A fény stimulációval kiváltott [3H]5-HT 
kiáramlás esetén egy kismértékű frekvenciafüggést figyeltünk meg, amely 50 Hz-en volt 
a legmagasabb (25B. ábra). 
 
25. ábra: A [3H]5-HT felszabadulás frekvenciafüggése HP szeletekből. Különböző 
frekvenciákat (10, 20, 50, 100 Hz) használtunk, változatlan ingerlési paraméterekkel. Az 
eredményeket az első elektromos (A) vagy optikai (B) stimulus (FRS1, %) által kiváltott 
nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki, n=4-5 egér/csoport. 
 
A következő kísérletekben, megvizsgáltuk a TTX (1 µM); a AP-5 (50 µM) és CNQX (10 
µM) együttes adásának, és a kalcium mentes Krebs’ oldat hatását az elektromos és optikai 




előidézett trícium kibocsátást (0,08 ± 0,15 FR%, ****p=0,0000001, 26A. ábra). A [3H]5-
HT felszabadulást szintén lényegében gátolta a Ca2+-mentes oldat (****p=0,00001, 26A. 
ábra). Az AP-5 és CNQX szintén jelentősen csökkentette az elektromosan előidézett 
[3H]5-HT felszabadulást (***p=0,00075).  
Az elektromos stimuláció által kiváltott trícium felszabadulással szemben, sem a TTX, 
sem az AP-5 és CNQX nem befolyásolta szignifikánsan az optikai stimulus által kiváltott 
[3H]5-HT felszabadulást (TTX: FRS1: 1,91 ± 0,06 FR%, p=0,14936, AP-5 és CNQX: 
FRS1: 1,78 ± 0,12 FR%, p=0,13499). A kapott eredmények azt mutatják, hogy a fény 
stimuláció az MRR-ből származó 5-HT-t felszabadító axon varikozitásokra közvetlenül 
gyakorol hatást, a glutamát transzmisszió közvetítése nélkül (26B. ábra). Ez a 
felszabadulás szintén exocitotikus természetű volt, mivel a Ca2+-mentes Krebs’ oldat 
gátolta a fény stimulus által kiváltott [3H]5-HT felszabadulás HP szeletekben (FRS1: 0,67 
± 0,07 FR%, ***p=0,00061, 26B. ábra).  
 
26. ábra: A TTX, CNQX-AP-5 és Ca2+-mentes körülmények hatása az elektromos 
(50 Hz, A) és optikai (50 Hz, B) stimuláció által kiváltott [3H]5-HT felszabadulásra 
a HP-ból. A Ca2+-mentes Krebs’ oldatot a mintagyűjtés megkezdése előtt 60 perccel, míg 
a TTX-et és CNQX-AP-5-öt tartalmazó Krebs’ oldatot 15 perccel az első gyűjtött minta 
előtt perfundáltattuk. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS1, %) 
által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki, n=4 egér/csoport, és 
egyszempontos ANOVA analízist és azt követő Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, 





5.2.5 A hippokampális [3H]5-HT felszabadulás modulálása 5-HT1 autoreceptorokkal 
Ezekben a kísérletekben azt vizsgáltuk, hogy a ChR2-t expresszáló terminálisokból 
elektromos és fény stimulációt követően a felszabaduló [3H]5-HT modulálható-e 5-
HT1A/1B/1D receptorokkal. A második optikai stimuláció (OS2) előtt 5-HT1A/1B/1D agonista, 
szumatriptánt (SUMA, 1 µM) kezdtünk el perfundáltatni, mely szignifikánsan 
csökkentette az elektromos stimuláció (ES) által kiváltott trícium felszabadulást 
(*p=0,01201, 27A, B. ábra), de az optikai stimuláció által kiváltott [3H]5-HT 
felszabadulást nem befolyásolta. Ezzel szemben a buspiron (BUSP, 0,1 µM), a szelektív 
5-HT1A parciális agonista nem volt hatással az optikai és fény stimulus által kiváltott 
trícium felszabadulásra sem (27A, B. ábra). 
 
 
27. ábra: A szumatriptán csökkentette az elektromosan előidézett [3H]5-HT 
felszabadulást HP szeletekben, míg a buspiron hatástalan volt. A szumatriptánt és 
buspiront 15 perccel a második fény stimuláció előtt adtuk a Krebs’ oldathoz. Az OS 
optikai, az ES elektromos 50 Hz-es stimulációt jelent. Az eredményeket az elektromos 
vagy optikai stimulus (FRS1, %) által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában 
fejeztük ki, n=4-5 egér/csoport, és egyszempontos ANOVA analízist és azt követő Dunnett 






5.2.6 A hippokampális [3H]5-HT felszabadulás modulálása P2X7 receptorokkal 
Ezután megvizsgáltuk, hogy a hippokampális ChR2-t expresszáló idegvégződésekből 
elektromos vagy fény stimulussal kiváltott [3H]5-HT felszabadulás szabályozható-e a 
P2X7 receptorok endogén aktiválódásával. Ezért, összehasonlítottuk a megfelelő 
stimulációval kiváltott trícium felszabadulást a vad típusú és P2X7 génkiütött egerekben, 
ehhez a Kísérlet 2 protokollt használtuk (10. és 28. ábrák). A [3H]5-HT izotóppal feltöltött 
HP szeletekben a radioaktivitás szöveti tartalma nem különbözött jelentősen a vad típusú 
(WT) és KO egerekben (4. táblázat). Mind az elektromos, mind az optikai stimuláció a 
[3H]5-HT kiáramlás növekedését eredményezte WT és KO egerekben, azonban a KO 
egerekben kisebb volt a [3H]5-HT felszabadulás mértéke (28A, B. ábra).  
 
 
28. ábra: Az optikai és elektromos stimuláció által kiváltott trícium felszabadulás 
alacsonyabb volt KO, mind WT egerekben. A [3H]5-HT felszabadulást 50 Hz-es 
optikai (A) és elektromos (B) stimulussal váltottuk ki. Az OS1 és OS2 optikai, az ES 
elektromos stimulációt jelent. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS, 
%) által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki (n=5 egér 
csoportonként). Egy szempontos ANOVA analízist és azt követő Scheffe post hoc tesztet 






Ezután teszteltük a P2X7 receptor antagonisták hatását a fény és elektromos stimuláció 
által kiváltott [3H]5-HT felszabadulásra a HP szeletekben, WT egerekben. Az 
antagonisták a következők voltak: 
 JNJ-47965567 (100 nM), potens és szelektív P2X7 receptor antagonista311, 
 AZ-10606120 (100 nM), a P2X7 receptorok negatív allosztérikus modulátora 79. 
Ismét a Kísérlet 2 protokollt használtuk. A JNJ-47965567 majdnem teljesen gátolta a fény 
stimuláció által kiváltott [3H]5-HT kiáramlást (***p=0,00030), és csökkentette az 
elektromosan kiváltott trícium kiáramlást is (29A. ábra).  
Az azonos módon alkalmazott AZ-10606120 szintén csökkentette a fény és elektromos 
stimulációra kiváltott [3H]5-HT felszabadulást (OS2: *p=0,02027, ES: *p=0,01983, 29B. 
ábra). Ezek az adatok azt mutatják, hogy a szerotonin fény és elektromos ingerléssel 
kiváltott felszabadulása modulálható a hippokampuszban lévő P2X7 receptorok endogén 
aktiválódásával.  
 
29. ábra: A JNJ-47965567 és AZ-10606120 szignifikánsan csökkentette a fény és 
elektromos ingerrel kiváltott [3H]5-HT felszabadulást. A [3H]5-HT felszabadulást 50 
Hz-es optikai (A) és elektromos (B) stimulussal váltottuk ki. Az OS2 optikai, az ES 
elektromos stimulációt jelent. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS, 
%) által kiváltott nettó trícium felszabadulás formájában fejeztük ki (n=4 egér 
csoportonként). Egy szempontos ANOVA analízist alkalmaztunk, és azt követő Dunnett 
post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. A csillagok a kontrolltól 




Megvizsgáltuk a JNJ-47965567 P2X7 antagonista hatását a hasonló ingerrel kiváltott 
[3H]5-HT felszabadulásra P2X7 KO egerek HP szeletében is. Ezekben a szeletekben a 
JNJ-47965567 nem eredményezett semmilyen csökkenést a trícium kiáramlásban a 
kontroll (P2X7 antagonistával nem kezelt) egerekhez viszonyítva (OS2: p=0,6572, ES: 
p=0,9416, 30A, B. ábra).  
 
 
30. ábra: A JNJ-47965567 kezelés nem csökkentette jelentősen a trícium kiáramlást 
a HP szeletekből P2X7 KO egerekben. A [3H]5-HT felszabadulást 50 Hz-es optikai (A) 
és elektromos (B) stimulussal váltottuk ki. Minden esetben a Kísérlet 2 protokollt 
alkalmaztuk (lásd 10. ábrát). Az OS2 optikai, az ES elektromos stimulációt jelent. Az 
eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS, %) által kiváltott nettó trícium 
felszabadulás formájában fejeztük ki (n=4 egér csoportonként). Egy szempontos ANOVA 





Annak igazolására, hogy az endogén ATP azonos körülmények között szabadul fel, 
elemeztük a szövetperfúziós kísérlet során vett minták ATP tartalmát HPLC-vel (31A. 
ábra). Az optikai és elektromos stimuláció hatására emelkedett az endogén ATP 
extracelluláris szintje (OS: *p=0,0256, ES: *p=0,0151, 31B. ábra). 
 
 
31. ábra: Az optikai és elektromos stimulációk növelték az endogén ATP 
felszabadulást a vírus injektált WT egerekben. A Kísérlet 2 protokollt használtuk. A 
Stim felírat az A ábrán az első optikai (OS) és utolsó elektromos (ES) stimulációt jelöli. 
Mindkét stimuláció ugyanazokkal a paraméterekkel történ 50 Hz-en, de nem ugyanabban 
az időben. Az X tengely az 1 perces perfúziós mintákat mutatja az ingerlés kezdetétől. A 
B ábrán látható grafikon az A ábrán szereplő görbe alatti területéből (AUC) számított 
értékek. A kiindulási értékek az átlag ATP tartalmat jelentik az optikai és elektromos 
stimulus előtt, melyet AUC módszerrel számoltunk. Az adatokat a felszabadult ATP 
pmol/ml-ben fejeztük ki (átlag ± SEM, n=6 egér/csoport). Kruskal-Wallis ANOVA 
analízist és azt követő Dunn’s post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0,05. A csillagok a 







5.2.7 Az in vivo optikai és K+ stimuláció hatása az 5-HT, glutamát (Glu) és GABA 
szintekre az MRR-ben mikrodialízis vizsgálatokban 
Végül azt vizsgáltuk, hogy a helyi optikai stimuláció (32A. ábra) az endogén 
neurotranszmitterek felszabadulásához vezet-e az MRR-ben, amit HPLC-vel mértünk 
(32. ábra). A 2 órás stabilizációs periódus után a bazális 5-HT, Glu és GABA szintek a 
következőek voltak az MRR-ben (5-HT: 1,66 ± 0,17 pmol/ml; Glu: 3,41 ± 0,43 nmol/ml; 
GABA: 0,46 ± 0,11 nmol/ml, n=5 egér/csoport). Ezekben a kísérletekben két egymást 
követő 5 perces 20 és 50 Hz-es fény stimulációt alkalmaztunk, amelyeket egy 5 perces 
K+ depolarizáció (100 nM) követett (Kísérlet 3, 11. ábra). A kontroll egerek nem voltak 









32. ábra: Az in vivo fény és K+ stimuláció növelte az 5-HT, Glu és GABA 
extracelluláris szinteket az MRR-ben. A Balra: a mikrodialízis szonda és az optikai 
szál elhelyezkedését mutatja. Középen: a sötét látóterű mikrofotón a szaggatott vonal 
mutatja a mikrodialízis szonda okozta sérülés helyét a dorsalis és median raphe 
magokban. Jobbra: A Paxinos egér agy atlaszból beillesztett kép - -4,60 mm a Bregma-
tól - a megfelelő területet mutatja. B, C Az első optikai stimuláció (OS1: 20 Hz, 5 perc) 
emelte az 5-HT és Glu szinteket az MRR-ben. D A második optikai stimuláció (OS2: 50 
Hz, 5 perc) emelte a GABA szintet az MRR-ben. A nyilak jelzik a különböző típusú fény 
és kémiai stimulációk időpontját. Az adatokat a kiindulási érték %-ában fejeztük ki, mint 
átlag ± SEM (n=5/10 egér per csoport). Kétszempontos ANOVA analízist és azt követő 
Dunnett/Fischer (GABA) post hoc tesztet alkalmaztunk*p<0,05, ***p<0,001. A csillagok 
a kontrolltól való szignifikáns eltérést mutatják. A transzmitter szintek mérését HPLC-vel 
Baranyi Mária végezte. 
 
A első fény stimuláció hatására az 5-HT és a Glu extracelluláris szintje jelentősen 
megemelkedett (5-HT: F1,174=20,2825, 
***p=0,00001, Glu: F1,174=9,279, 
**p=0,0027, 32B, 
C. ábra), amíg a GABA kiáramlás változatlan maradt a vírus injektált egerek MRR-jében 
(F1,174=0,0419, p=0,8380, 32D. ábra). Abszolút mennyiségben az 5-HT és Glu szintek 
emelkedése 98 ± 0,66 pmol/ml (F3,174=4,0833, **p=0,0079, 213,7%-a a bazálisnak) és 
4,76 ± 0,51 nmol/ml (F3,174=2,77149, *p=0,0465, 180,2%-a a bazálisnak) volt. A kontroll 
egerekben az azonos fény stimuláció nem változtatta meg a bazális extracelluláris 5-HT, 
Glu, GABA szinteket az MRR-ben (32B, C, D. ábra).  
A második fénnyel való ingerlésnél 50 Hz-es nagyfrekvenciás (theta-burst) stimulációt 
végeztünk (a burst-ök és intraburst-ök frekvenciája 50 Hz és az intraburst-ök közt eltelt 
idő 200 ms=5Hz), melynél nem találtunk szignifikáns növekedést az 5-HT és Glu 
szintekben az MRR-ben (32B, C, D. ábra). Ellentétben, a vírusinjektált egerek MRR-
jében a GABA szintje jelentősen emelkedett 1,40 ± 0,2 nmol/ml-re (136,7%-a a 
bazálisnak, *p=0,0205, 32D. ábra). A kontroll egerekben szintén nem tapasztaltunk 
változást a transzmitterek szintjében ezen stimuláció hatására. 
A K+ depolarizáció jelentősen emelte az 5-HT (F3,174=15,5803, ***p=0,000001), a Glu 
(F3,174=22,4020, 
***p=0,000001) és a GABA (F3,174=17,8765, ***p=0,000001) 
extracelluláris szintjét a vírus injektált és kontroll egerek MRR-jében (32B, C, D. ábra). 
Ez a stimulus egyben a kísérlet végén az agyterület életképességét és válaszreakció-




Megvizsgáltuk, hogy ha a helyi optikai stimulációk sorrendjét felcseréljük, eredményez-
e transzmitter felszabadulást az 50 Hz-es fény stimuláció, azonban ez a stimuláció ebben 
az esetben is hatástalan volt (33A, B. ábra). 
 
 
33. ábra: Az 50 Hz-es in vivo fény stimuláció nem növelte az extracelluláris 5-HT (A) 
és Glu (B) szinteket az MRR-ben, még akkor sem, ha első depolarizációs ingerként 
alkalmaztuk. A nyilak jelzik a különböző típusú fény és kémiai stimulusok időpontját. Az 
adatokat a kiindulási érték %-ában fejeztük ki, mint átlag ± SEM (n=3 egér per csoport). 
Kétszempontos ANOVA analízist és azt követő Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, 
*p<0,05, ****p<0,0001. A csillagok a kontrolltól való szignifikáns eltérést mutatják. A 
kettőskeresztek a két fény stimulus közti szignifikáns eltérést mutatják, #p<0,05, ##p<0,01. 







Kutatócsoportunk évek óta tanulmányozza a purinerg jelátvitelt, azon belül is a P2X7 
receptor változatos szerepét az idegrendszeri működésekben. Legújabb eredményeinkkel 
összefüggést találtunk a receptor aktív működése, valamint egyes központi idegrendszert 
érintő betegségek között. Elsőként a migrén egy egyszerű, de széles körben használt 
állatmodelljében vizsgáltuk a P2X7 WT és P2X7 KO egerek viselkedési és intracelluláris 
szignalizációs változásait. Következő vizsgálatainkban a P2X7 receptor gátlás hatását 
vizsgáltuk a hippokampális szerotonin felszabadulásra hagyományosnak tekinthető 
neurokémiai (neurotranszmitterfelszabadulás mérés) és újonnan beállított kombinált 
genetikai és optikai módszerekkel, melyeket viselkedés vizsgálatokkal és 
immunhisztokémiával egészítettünk ki.  
Eredményeink a P2X7 receptor részvételét igazolták egér migrén modellben, valamint a 
neurotranszmitter felszabadulás szabályozásában elektromos és optikai stimuláció 
hatására. 
 
6.1 A P2X7 receptorok genetikai deléciójának és farmakológiai 
antagonizmusának hatása migrén állat modellben 
A disszertáció első felében az eddig kevésbé ismert purinerg szabályozást vizsgáltuk a 
migrén patomechanizmusában. Megállapítottuk, hogy a P2X7 receptor előkezelésként 
alkalmazott gátlása – amit BBG-vel váltottunk ki – az NTG által kiváltott termikus 
hiperszenzitivitás enyhüléséhez vezet egerekben. Továbbá, mivel a BBG kezelés 
hatástalan volt P2X7 KO egerekben, ésszerű feltételezni, hogy ezt a hatást a P2X7 
receptor közvetíti. A TNC-ben az NTG által kiváltott c-Fos expresszió is csökkent 
szubakut BBG kezelést követően, amely alátámasztja a TNC szerepét a BBG NTG által 
kiváltott hiperszenzitivitásra gyakorolt hatásának közvetítésében. Mindezek az 
eredmények arra engednek következtetni, hogy a P2X7 gátlásában esetlegesen terápiás 
potenciál rejlik a migrén kezelésére. 
Kísérleteinkben a Bates és munkatársai által korábban leírt NTG-indukált migrén 
modellt226 alkalmaztuk és reprodukáltuk is eredményeit, mivel az i.p. NTG kezelés 




hiperszenzitivitást a migrénellenes gyógyszer szumatriptán enyhíteni tudta, illetve az 
NTG kezelés c-Fos expresszió növekedést váltott ki a TNC-ben és a felső nyaki 
gerincvelőben.  
Érdekes módon a P2X7 KO egerekben az NTG által kiváltott hiperszenzitivitás nem 
mutatott különbséget a vad típustól. Ennek a negatív eredménynek a legvalószínűbb 
magyarázata a nem-P2X7 P2X receptorok túlexpressziója lehet a P2X7 KO egerekben a 
fejlődés során, mint pl. a P2X3 és P2X4. Ezt támasztja alá korábbi megfigyelésünk, így 
pl. a P2X4 mRNS upregulációját figyeltük meg P2X7 KO egerek striatumában312.  
A profilaktikusan alkalmazott, mind akut, mind szubakut BBG kezelés hatásos volt az 
NTG által kiváltott termikus hiperszenzitivitás csillapításában a P2X7 vad típusú 
egerekben. A BBG-ről ismert, hogy átjut a vér-agy gáton és az általunk alkalmazott 
dózisban specifikus a P2X7 receptorra. Bár in vitro kísérletek során kiderült, hogy a BBG 
tudja gátolni a Na+ csatornákat mikromoláris koncentrációkban313, hasonló dózisú (45,5 
mg/kg) in vivo vizsgálatokban a BBG koncentrációja az agyban nem nagyobb, mint 200 
nM314, ami a P2X7 receptorra szelektív315 Valamint az az eredményünk, hogy a P2X7 
KO egerekben a BBG hatása teljesen megszűnt is cáfolja a lehetőségét másik célpont 
részvételének kísérleteinkben.  
Bár további vizsgálatokra van szükség a kérdés tisztázásához, számos lehetséges 
mechanizmus létezik, amelyek révén az endogén P2X7 receptor részt vehet a trigemino-
vaszkuláris rendszer szenzitizációjában.  
Az ATP egy jól ismert vészjelző molekula, amely a sejtek sérülésére, gyulladásra, 
mechanikai behatásra és anyagcsere zavarára válaszul szabadul fel és önmagában is egy 
fájdalmat keltő vegyület35,316. A P2X7 receptor is egy olyan Ca2+ permeábilis ligand-
függő kation csatorna, mely csatornák különböző módokon járulnak hozzá a fájdalom 
transzmisszióhoz. A hátsó gyöki ganglionokban a P2X7 a szatellit glia sejteken 
expresszálódik és a proinflammatorikus citokin TNF-α felszabadulása révén fokozza a 
P2X3 receptor közvetítette jelátvitelt317. Hasonló mechanizmus szintén szerepet játszhat 
a migrénben, mivel a trigeminális ganglionban a szatellit glia sejtek szintén expresszálnak 
P2X7 receptorokat318 és P2X3 receptorok is részt vesznek a cranio-faciális fájdalomban 
NGF, substance P és CGRP kölcsönhatásával203,319. A P2X3 receptorok fokozott 




lehetséges, hogy a P2X7 antagonisták hatáshelye centrálisan, a felső nyaki gerincvelő 
szintjén vagy a trigeminus magban van. A P2X7 receptor ismerten modulálja az afferens 
nociceptív információfeldolgozást a gerincvelő hátsó szarvában75 és aktivációja részt 
vesz a centrális szenzitizációban, és annak következményeként kialakuló hátsótalpi 
hiperalgéziában321. Mivel a trigeminális mag szürkeállományában közepesen nagy 
sűrűségű P2X7 receptor kötőhelyek találhatók, és az NTG által indukált c-Fos expresszió 
BBG kezelésre csökkent, a TNC egy potenciális célterülete a P2X7 receptor 
antagonistáknak. A P2X7 receptorok aktivációja ezen a területen excitátoros 
aminosavakat szabadít fel322, amelyeknek blokkolása a BBG hatása alatt állhat. 
Mivel a P2X7 receptor az agy más területein is expresszálódik323, nem zárható ki egyéb 
szupraspinális közvetítő mechanizmus sem, köztiagyi, agytörzsi vagy kortikális régiókon 
keresztül324. Végül a P2X7 kifejeződik a keringő és lokálisan képződő immunsejteken is 
és a P2X7 aktiváció egyik legismertebb hatása a proinflammatorikus citokinek 
poszttranszlációs feldolgozásában játszott szerepe, például IL-1β és TNF-α 
esetén120,166,325, amelyek szintén ismert fájdalomkeltő vegyületek.  
Végezetül az itt bemutatott adatok azt jelzik, hogy a P2X7 gátlása potenciális célpont 
lehet a migrén megelőzésében. Továbbá, mivel a BBG egy FDA által jóváhagyott, nem 
toxikus élelmiszer színezék zárt szerkezeti analógja, érdemes megfontolni terápiás 
alkalmazását326,327.  
 
6.2 A P2X7 receptorok részvétele a hippokampális 5-HT felszabadulás 
szabályozásában a median raphe terminálisainak optogenetikai stimulálását 
követően 
A disszertáció második felében szelektív, optogenetikai stimulációt alkalmaztunk az 
MRR neuronokból származó neurotranszmitter felszabadulás kiváltására. Míg az 
elektromos stimuláció vagy a kémiai depolarizáció egyidejűleg stimulálja az összes 
sejttestet, axonokat és idegi terminálisokat a stimulációs mezőben, addig az optogenetikai 
technika lehetővé teszi a kiválasztott neuronális útvonal specifikus aktiválását328.  
A 20 Hz-es optikai stimuláció az állatok lokomotoros aktivitásának növekedését 




ez a fajta stimuláció viselkedési szempontból releváns. Korábbi tanulmányok kimutatták, 
hogy a felszálló szerotonerg pályák alapvető szerepet játszanak olyan motoros 
mozgásokban, mint a járás, a fej mozgatása vagy a testhelyzet megváltoztatása329. 
Legutóbbi tanulmányaink azt mutatják, hogy az MR régió stimulálása a félelem reakciók 
kialakításában szerepet játszik, továbbá közvetve szabályozza a fájdalomérzés agyi 
feldolgozását, befolyásolva a félelem emlékek kódolását és tárolását az amygdala, a 
hippokampusz és a prefrontális kortex által330. Meg kell azonban jegyeznünk, hogy a 
viselkedési kísérletek kísérleti körülményei, valamint az in vivo és in vitro 
transzmitterfelszabadulási kísérletek kísérleti körülményei nem teljesen azonosak voltak, 
a kapcsolat közöttük, hogy mindhárom kísérlet típust a ChR2 injekció után, 20 Hz-es 
stimulációval és az MRR neuronok optikai aktiválásával végeztük. Bár az itt összefoglalt 
munka nem erre irányult, későbbiekben érdekes lenne tovább vizsgálni az MRR 
optogenetikai aktiválásának késleltetett hatását is a különböző neurotranszmitterek 
felszabadulásra, amikor a freezing viselkedés már kialakult. Erre mutat, hogy a 
szakirodalomban leírták, hogy a P2X7 receptorok szerepet játszanak az averzív memória 
folyamatokban. A P2X7 receptor genetikai deléciója, valamint specifikus 
antagonistájának intrahippokampális injekciója rágcsálókban megakadályozta a freezing 
viselkedés kialakulását az adott félelemkondicionáló paradigmában331. 
Hasonló, bár nem teljesen azonos fotostimulációs protokollt használtunk az 5-HT 
felszabadulás kiváltására MRR és hippokampális szeletekből nyert perfúziós mintákban 
rAAV injektált egerekben. Az MRR-ben az optikai stimuláció reprodukálható 5-HT 
felszabadulást váltott ki, amelynek mennyisége kisebb, de összehasonlítható volt az 
elektromos stimuláció és kémiai depolarizáció által kiváltott transzmitter mennyiséggel. 
Ez a különbség teljesen reális, hiszen az elektromos stimuláció aktiválja az egész bejövő 
idegköteget, míg az optikai stimuláció specifikusabb, csak azokat a neuronokat és azok 
idegvégződéseit stimulálja melyek a ChR2 fehérjét expresszálják. Ez a megfigyelés azt 
az ismert megfigyelést támasztja alá, hogy a szerotonerg idegvégződések az MRR-ben, 
illetve a vírus injekció által nem érintett területeken egymást konzisztensen, kölcsönösen 
innerválják332.  
Az optikai és elektromos stimuláció által kiváltott 5-HT felszabadulás az MRR-ben 
[Ca2+]o függő volt, amely azt igazolja, hogy vezikuláris exocitózis közvetíti. Mind az 




Glu receptorok antagonistáira, ami azt mutatja, hogy az 5-HT felszabadulást a ChR2 
fehérjét expresszáló MRR neuronokból a Glu váltja ki. Ez egybevág olyan anatómiai 
vizsgálatok eredményeivel, amelyek az MRR neuronok autapszisait és rekurrens axon 
kollaterálisait azonosítják333. Továbbá, az 5-HT tartalmú neuronok immunpozitívak Glu-
ra334 és foszfát aktiválta glutaminázra335, amely a Glu bioszintézisében kulcsszerepet 
játszik, valamint a raphe mag 5-HT neuronjai expresszálnak VGluT3 transzportert336. 
Mindezeket a feltételezéseket alátámasztják azok az általunk tett megfigyelések is, hogy 
egyidejűleg Glu is felszabadul az optikai stimulációra (23. ábra). Mivel az optikailag 
kiváltott 5-HT felszabadulás érzékeny volt a TTX-re, valószínűleg a felszabadult 5-HT 
és Glu különböző idegvégződések populációjából származik és az 5-HT ezenkívül 
származhat dendritekből és sejttestekből337. Ismeretes, hogy az 5-HT-t a raphe sejtekben 
lévő neuronok szomáiból és dendritjeiből felszabadul az NMDA receptorok aktivációjára 
[Ca2+]o függő módon338,339, valamint az 5-HT nagy része nem szinaptikus módon is 
felszabadulhat339,340. Vizsgálatunk újdonsága az optogenetikai technika alkalmazása, 
amely segítségével az MR régiót szelektíven aktiváltuk, és amely segítségével a fenti 
jellemzőket egy neuronális szubpopuláció szintjén is igazoltuk. 
Azt is megvizsgáltuk, hogy az 5-HT hasonló úton szabadul-e fel az MRR terminálisokból 
és az MRR egyik célterületéből a hippokampuszból. Mindhárom féle stimuláció 
(elektromos, optikai, kémiai) 5-HT felszabadulást idézett elő, amely hasonló volt, mint 
az MRR-ben. Azonban abszolút mennyiségben az optikai és elektromos stimuláció által 
kiváltott 5-HT felszabadulás kevesebb volt a HP-ben, mint az MRR-ben. Ez összhangban 
van azzal a megfigyelésünkkel, hogy az EYFP jelölődési intenzitás kevésbé volt erős a 
HP-ben (17. ábra), amely megfelel a távoli célterület kevésbé sűrű beidegzésének.  
Míg mind az optikai mind az elektromos stimulálással indukált 5-HT felszabadulás 
nagymértékben [Ca2+]o függő volt ezen a területen is, a HP-on végzett kísérleteinkben két 
féle eltérés is mutatkozott a transzmitter felszabadulásban. Egyrészt másfajta frekvencia 
függést mutattak, jelezve, hogy különböző transzmitter-poolok mobilizálódtak a két féle 
stimulációval aktivált idegi terminálisok szubpopulációi különböző frekvenciákon. 
Ezenkívül, míg az elektromos stimuláció által indukált 5-HT felszabadulást gátolták a 
TTX és a Glu receptor antagonisták, addig az optikai stimuláció által kiváltott 5-HT efflux 
nem volt érzékeny a fenti drogokra, ami azt jelzi, a hippokampuszban a ChR2 fehérjét 




trícium kibocsátása az MRR-ből eredő varikozitásokból származó 5-HT kiáramlást 
reprezentálja. Mivel a ChR2 permeábilis a nátriumra341, ésszerű feltételezni, hogy a 
csatornán keresztül történő közvetlen ionáramlás felelős az idegvégződések 
membránjának lokális depolarizációjáért és az ezt követő transzmitter felszabadulás 
kiváltásáért. Érdekes további megfigyelés, hogy az elektromos stimuláció által indukált 
5-HT felszabadulás a HP-ben érzékeny volt az ionotróp Glu receptorok blokkolására. 
Ennek egyik meggyőző magyarázata, hogy az elektromos stimuláció, ellentétben a fény 
stimulációval depolarizálja az excitátoros idegi terminálisokat is és glutamátot szabadít 
fel, amely ezután hat az ionotróp glutamát receptorokra és közvetlenül vagy közvetve 
mobilizálja az 5-HT-t a DR-ből származó idegvégződésekből. Egy korábbi tanulmány252 
mutatta ki, hogy a hippokampális interneuronok erőteljesen és váratlanul gyorsan 
aktiválódnak az MR-hippokampális projekció révén, amelyet nemcsak a 5-HT, hanem a 
Glu is közvetít. Következésképpen, egy hasonló glutamáterg DR-hippokampális 
projekció vagy hippokampális principális neuronok lehetnek a glutamát forrásai, amelyek 
felszabadítják az 5-HT-t a hippokampuszban. 
A középagyi szerotonerg neuronok szomatodentritikus és az idegvégződéseken 
lokalizálódó, gátló autoreceptorokkal rendelkeznek342. Ezek a receptorok fontos szerepet 
játszanak a szerotonerg transzmissziót befolyásoló különböző gyógyszerek hatásában is, 
mint például a szerotonin újrafelvételt gátló (SSRI) antidepresszánsok és a szerotonerg 
szorongás oldó szerek. Miközben a szomatodendrikus autoreceptorok aktivációja 
csökkenti az idegsejtek tüzelési rátáját lokálisan, az idegvégződéseken kifejeződő 
autoreceptorok aktivációja csökkenti az 5-HT felszabadulást a célterületeken, azaz a 
kéregben és a hippokampuszban, mindkét területen megtalálhatók ugyanis a 5-HT1B/1D 
receptorok343-345. Kísérleteinkben az 5-HT1A/1B/1D agonista szumatriptán csökkentette az 
elektromos, de nem az optikai stimulus által kiváltott 5-HT felszabadulást, míg a szelektív 
5-HT1A agonista buspiron nem volt hatással sem az elektromos sem a fény indukálta 5-
HT felszabadulásra. Az 5-HT1B/1D receptorok tehát nem szabályozták a fény indukálta 5-
HT felszabadulást, ez azzal magyarázható, hogy azok a szerotonerg neuronok, amelyek 
hippokampális idegvégződéseiken 5-HT1B/1D receptorokat expresszálnak az MRR-n kívül 
helyezkednek el, valószínűleg a DR-ben. Ez összhangban van azzal a korábban 
bemutatott eredményekkel, amely kísérleteknél különböző ingerlési technikákat 




hippokampuszban346-348. Adataink jól illusztrálják az optogenetikai módszer 
alkalmazhatóságát a neurokémiai transzmisszió szubpopuláció szintű modulációjának 
vizsgálatára, amelyek sajátságai nagyrészt eddig ismeretlenek voltak.  
Vizsgálataink következő célja volt, hogy megvizsgáljuk a hippokampális terminálisokból 
felszabaduló 5-HT P2X7 receptorok általi modulációját. Megállapítottuk, hogy a P2X7 
receptornak mind a genetikai deléciója, mind a farmakológiai gátlása csökkentette az 
elektromos és optikai stimulációval kiváltott 5-HT felszabadulást. Ezek az eredmények 
azt mutatják, hogy a fenti stimulációs paradigmák által felszabadított endogén ATP 
serkentette az 5-HT felszabadulását a szerotonerg varikozitásokból a P2X7 receptorok 
aktiválásával. E feltételezésünket alátámasztja az a megfigyelésünk, hogy az azonos 
elektromos és optikai stimulációk szignifikánsan növelték az extracelluláris ATP 
szinteket a hippokampuszban. Mivel az optikai és elektromos stimuláció által kiváltott 5-
HT felszabadulást a P2X7 receptorok gátlásával csökkentettük, ebből arra 
következtethetünk, hogy a P2X7 receptor aktivációja nem csak a median rapheból 
származó szerotonerg idegvégződésekre gyakorolt hatást, hanem kiterjedt a nem median 
rapheból származó neuronokra is a hippokampuszban. Továbbá, mivel az optikai 
stimuláció által kiváltott 5-HT felszabadulás érzéketlen volt a TTX-re, ebből azt 
feltételezhetjük, hogy azok a P2X7 receptorok, amelyek az 5-HT felszabadulást 
modulálják az MRR terminálisokból ugyanazokon a terminálisokon expresszálódhatnak. 
Azonban nem zárható ki az a lehetőség sem, hogy az 5-HT felszabadulást szabályozó 
mediátorok a közeli asztrocitákból szabadulnak fel a P2X7 receptor asztrogliális 
aktivációjára. A [3H]5-HT felszabadulás P2X7 mediált szabályozását bemutató adataink 
nem ellentmondásosak korábbi eredményeinkkel sem, amelyek az endogén 5-HT szint 
emelkedését és az 5-HT transzporterek gátlását mutatták ki a P2X7 receptor genetikai 
deléciója és farmakológiai gátlása esetén296,300. Ezek a változások a most leírt közvetlen 
hatásoktól független és kompenzatorikus változások is lehetnek, rámutatva a szerotonerg 
transzmisszió komplex szabályozására a P2X7 receptorok által. A 5-HT felszabadulás 
P2X7 receptor általi szabályozásának szerepe lehet a pszichiátriai rendellenességekben, 
mivel a közelmúltban végzett vizsgálataink rámutattak arra, hogy a P2X7 receptorok 





Végül az in vitro kísérlet során kapott eredményeink igazolására in vivo kísérleteket is 
végeztünk, amelyekben megvizsgáltuk a neurotranszmitterek egyidejű felszabadulását az 
optikai stimuláció hatására. Itt azt láttuk, hogy az 5-HT és a Glu egyidejűleg szabadul fel 
a 20 Hz-es optikai stimuláció hatására, míg a GABA szint nem emelkedett a stimuláció 
hatására. Másrészről mind a három neurotranszmitter ugyanolyan jól reagált a K+ 
depolarizációra, amely nem korlátozódik csak a ChR2 fehérjét expresszáló neuronokra. 
Ugyanakkor, az 50 Hz-es theta burst-ök a GABA szint szignifikáns emelkedését idézték 
elő, míg az 5-HT és Glu szintek ebben az esetben nem emelkedtek. Ez az eredmény azt 
szemlélteti, hogy a különböző mintázatú idegi aktivitások az MRR-ben különböző 
mintázatú transzmitter felszabadulásokat eredményeznek. Mivel a második optikai 
stimuláció viszonylag közel volt az első válasz lefutásához, felmerült az a lehetőség is, 
hogy a felszabadítható transzmitter pool-ok még nem voltak feltöltve ebben az 
időpontban. Azonban nem ez volt a helyzet, mert, ha a stimulációk sorrendjét felcseréltük, 
az 50 Hz-es stimuláció még akkor is hatástalan volt az 5-HT és Glu felszabadulásra (33. 
ábra). 
Eredményeink tehát azt mutatják, hogy az optogenetikai aktiváció alkalmas modell in 
vitro és in vivo szelektív neuronális szubpopulációk ingerlésére és az azokból történő 
neurotranszmitter felszabadulásnak a tanulmányozására. Az optikai stimuláció, a 
feszültségfüggő Na+ csatornák aktivációjával és azt követő Ca2+ függő exocitózissal 
váltott a fiziológiásnak megfelelő transzmitter ürülést. Eredményeink szerint az MRR-
ben az 5-HT és a Glu is felszabadul a ChR2 fehérjét expresszáló neuronokból és az 5-HT 
felszabadulás az ionotróp Glu receptor aktiváció eredménye. A HP-ban az 5-HT az MRR 
terminálisokból közvetlenül szabadul fel, függetlenül a glutamáterg transzmissziótól és 
nem tárgy a preszinaptikus 5-HT1B/1D autoreceptorok általi neuromodulációnak. Ezzel 
szemben a P2X7 receptorok endogén aktivációja a hippokampális MRR és nem-MRR 






Kutatásaink során a purinerg P2X7 receptor közreműködésére kerestünk bizonyítékokat 
a központi idegrendszert érintő migrén kórfolyamatában, illetve a hippokampális 
szerotonin felszabadulás szabályozásában. 
A következő néhány pontban szeretném kiemelni kísérleteinkkel igazolt főbb 
eredményeinket a célkitűzések tükrében: 
Migrén modell: 
1. Migrén egér modellben demonstráltuk, hogy nincs különbség a vad típusú és 
P2X7 KO egerek termális hiperszenzitivitásában. A P2X7 KO egerek nem 
ellenállóbbak az NTG által kiváltott fájdalommal szemben, mint vad társaik. 
2. Az akut és szubakut BBG kezelés befolyásolta a vad típusú egerek nocifenzív 
viselkedését, amíg a P2X7 KO egerekben hatástalan volt. Ebből arra 
következtethetünk, hogy a P2X7 receptor endogén aktivációja szerepet játszik a 
NTG által kiváltott fájdalominger feldolgozásában. 
3. Az NTG aktiválja a fájdalom közvetítésében résztvevő agyterületeket, ahol 
befolyásolja a c-Fos expressziót. Kimutattuk, hogy az NTG kezelés növelte a c-Fos 
expressziót a gerincvelőben (C1-2) és a TNC-ben vad típusú és P2X7 KO 
egerekben is. Ebből arra következtethetünk, hogy a modell és a c-Fos expresszió 
kapcsolatban áll egymással. 
4. Továbbá megállapítottuk, hogy a szubakut BBG kezelés csökkentette a c-Fos 
expressziót a TNC-ben vad típusú egerekben. Ez a megfigyelés is alátámasztja a 
P2X7 receptor aktiváció szerepét a migrénes fájdalomban és a jellegzetes tünetek 
kiváltásában. 
Szerotonin felszabadulás szabályozása: 
1. Kísérleteinkben kimutattuk, hogy mind az elektromos, mind az optikai ingerlés 
hatására emelkedett az 5-HT felszabadulás az MRR-ben és a HP-ben. Tehát az 
optogenetikai aktiváció alkalmas modell az in vitro és in vivo neuronális 




2. Vizsgáltuk a glutamát részvételét is a szerotonin felszabadulásban. A raphe 
magvak hippokampális afferenseiből az optikai ingerlés indukálta szerotonin 
felszabadulásra nincsenek hatással a glutamát receptor antagonisták.  
3. Megvizsgáltuk az 5-HT1A/1B/1D receptorok részvételét a hippokampális 5-HT 
felszabadulás modulációjában, azonban úgy tűnik, hogy a specifikus optikai 
ingerlésre felszabaduló 5-HT kiáramlásra nincsenek hatással 5-HT1A/1B/1D és 5-
HT1A agonisták. 
4. Kísérleteinkben kimutattuk, hogy a P2X7 receptor endogén aktivációja serkenti 
a median rapheból és a nem-median rapheból származó hippokampális szerotonerg 
idegvégződésekből a szerotonin felszabadulását.  
5. Tovább erősíti a P2X7 receptor aktiváció szerepét, hogy mind az optikai, mind 
az elektromos stimuláció endogén ATP felszabadulást is kivált hasonló 
körülmények között. 
 
Összefoglalva eredményeinket, a P2X7 receptorok hatásközvetítő szerepe 
igazolódott a migrén kórfolyamatában NTG indukált egér migrén modellben, és az 






A P2X7 receptorok ligand-függő kation csatornák, amelyek a központi preszinaptikus 
excitátoros idegvégződéseken expresszálódnak, és részt vesznek a neurotranszmitter 
felszabadulás szabályozásában, valamint a perifériás és centrális szenzitizációban. A 
P2X7 receptorok emellett szerepet játszanak különböző idegrendszeri és nem 
idegrendszeri kórképekben, beleértve az autoimmun betegségeket, a krónikus fájdalmat, 
a neurodegeneratív rendellenességeket és a rákot is.  
Eredményeinket összegezve megállapítható, hogy a P2X7 receptor genetikai deléciója 
nem, míg annak farmakológiai gátlása csökkentette az egerek által mutatott fájdalmat a 
migrén modellben, és az NTG által kiváltott felső nyaki gerincvelői és TNC neuronális 
aktivációjának növekedését.  
A median raphe régió hippokampális projekcióinak elektromos és optikai stimulációjával 
5-HT felszabadulás váltható ki a hippokampuszban, amely a P2X7 receptor genetikai és 
farmakológiai módszerekkel előidézett gátlásával is tompítható volt.  
Eredményeink alapján, a P2X7 receptorok részt vehetnek a migrén patogenezisében, bár 
más P2 receptorok upregulációja kompenzálhatja hatásukat. Ugyanakkor adataink azt is 
mutatják, hogy a P2X7 antagonisták eredményesek lehetnek a migrén kezelésében. Az 
MRR terminálisokból származó hippokampális 5-HT felszabadulás a P2X7 receptorok 
endogén aktiválásával szabályozható. Az 5-HT felszabadulás P2X7 receptor által 
közvetített szabályozása hozzájárulhat a hippokampusz szerotonerg transzmisszióhoz 






P2X7 receptors are ligand-gated cation channels that are expressed in the central 
presynaptic excitatory nerve terminals and participate in the regulation of 
neurotransmitter release and in peripheral and central sensitization. In addition, P2X7 
receptors play a role in various pathologies, including autoimmune diseases, chronic pain, 
neurodegenerative disorders and cancer. 
Summarizing our findings, we can conclude that the genetic deletion of the P2X7 receptor 
did not, while its pharmacological inhibition reduced the mice’s pain in the migraine 
model and the NTG-induced increased neuronal activity of upper cervical spinal cord and 
TNC. 
Furthermore, the electrical and optical stimulation of the hippocampal projections of the 
median raphe region induces 5-HT release in the hippocampus, which could also be 
attenuated by the genetical and pharmacological inhibition of P2X7 receptor. 
Based on our results, P2X7 receptors may be involved in migraine pathogenesis, although 
upregulation of other P2 receptors may compensate for their effect. However, our data 
show that P2X7 antagonists can be effective in migraine therapy. In addition, 
hippocampal 5-HT release from MRR terminals can be modulated by endogenous 
activation of P2X7 receptors. The P2X7 receptor mediated 5-HT release may contribute 
to the various physiological and pathophysiological phenomena associated with 
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a vírus beadás kivitelezéséért, az optogenetikai magatartástesztek és in vivo mikrodialízis 
kísérletek elvégzéséért.  
Hálás vagyok Demeter Kornélnak az optogenetikai kísérletekben a szövettani 
ellenőrzések elvégzéséért. 
Köszönettel tartozom belsőbírálómnak, Dr. Aliczki Manónak a disszertáció 
elkészítésében nyújtott értékes javaslataiért és tanácsaiért. 
Ezen kívül köszönettel tartozom a KOKI valamennyi dolgozójának, legfőképpen a 
Gyógyszerkutatási Osztály dolgozóinak.  
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